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 2 
緒言  
  
  アトピー性皮膚炎  ((aattooppiicc  ddeerrmmaattiittiiss,,  AADD))  は、¢｢増悪・寛解を繰り返す痒みのある湿疹を主
病変とする疾患であり、患者の多くはアトピー素因  ((アレルギー体質))  を持つ£｣と定義されている
[[11]]。厚生労働省によると、この 1100 年で乳幼児アトピー性皮膚炎の罹患率は 22 倍に増え、小学
生の罹患率は約 1111％、成人全体では約 77％と報告されており、アトピー性皮膚炎は子供の罹患
率が高いという特徴を有する疾患である。この数十年では、特に先進国においてアトピー性皮膚
炎の罹患率が急速に増加している[[22]]。しかし、その原因は未だ不明であり、遺伝的要因に加え
て、環境要因、食物、精神的ストレス、全身及び局所の感染など様々な要素が関与すると考えら
れている[[33]]。¢｢アトピー性皮膚炎£｣は、11993333 年にアメリカの SSuullzzbbeerrggeerr らにより提唱された疾
患の名称であり、それまで様々な皮膚炎に分類されていたいくつかの皮膚炎が 11 つの疾患の異
なる表現形であると定義されたものであり、多様な原因により多様な病態を示す[[44]]。アトピー
という言葉は¢｢奇妙な£｣もしくは¢｢とらえどころのない£｣という意味のギリシャ語に由来しており、
当時からその病因がわからず、不可解な疾患として認識されていたものと推察される。  
  
  アトピー性皮膚炎で見られる皮膚の炎症、掻痒  ((痒み))  、肌の乾燥という症状のうち、患者が
最も苦しめられる症状は掻痒である。掻痒は古くから認識されてきた基本的な感覚であるにも関
わらず、その研究は未だ途上にある。掻痒の感覚の多くは表皮と真皮の境界部に存在する知覚神
経繊維  ((CC 繊維))  の神経終末が化学的、物理的、電気的刺激などにより活性化されて生じたイン
パルスが後根神経節、脊髄視床路、視床、大脳皮質に到達することで認識されると考えられてい
る[[55]]。古くは、弱い痛み刺激が掻痒を起こすと想定されていたが、現在では掻痒も痛みも CC 繊
維により伝達されるものの、それぞれ独立した感覚であると考えられている[[55]]。アトピー性皮
膚炎では、掻痒が掻破を誘発して皮膚状態を悪化させ、さらに痒みが増強する、掻痒と掻破の悪
循環  ((iittcchh--ssccrraattcchh--ccyyccllee))  と呼ばれる現象が存在する[[66]]。掻破は生理的には、表皮を削り取り、
皮膚の表面に付着または内部に侵入�した異物を排除する反応と考えられており、健常な皮膚では
掻痒によって誘導された掻破により掻痒感が消失するため、過剰な掻破による皮膚障害を発現す
ることはないが、アトピー性皮膚炎患者においては、掻破によりさらに掻痒が増し、過剰な掻破
行為により、さらに皮膚炎が悪化する。これまでに、アトピー性皮膚炎において掻痒を惹起する、
または調節している可能性のある物質として、ヒスタミン、アセチルコリン、ssuubbssttaannccee  PP、
ccaallcciittoonniinn  ggeennee--rreellaatteedd  ppeeppttiiddee  ((CCGGRRPP))、mmoorrpphhiinnee、eennkkeepphhaalliinneess、eennddoorrpphhiinneess、ttrriippttaassee、
IILL--22、ppllaatteelleett--aaccttiivvaattiinngg  ffaaccttoorr  ((PPAAFF))  などが報告されている[[77--2211]]。しかし、アトピー性皮
膚炎における掻痒誘発因子の探索は現在も研究の途中であり、その同定及び調節機構の解明は今
後の重要課題となっている  ((TTaabbllee  11))。  
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Mediator   Mechanism 
Amine: Histamine  direct binding to ‘itch receptor’ 
  neurogenic inflammation 
Neurotransmitter   
 Acetylcholine  mechanism not known 
 Neuropeptides: substance P histamine liberator 
 CGRP  histamine liberator, increase of IL-8 
 Opioid peptides: morphine perception, histamine-independent 
 enkephalines  modulation of itch 
 endorphines  central and peripheral 
Proteinases: tryptase  activates proteinase-activated receptor-2 
Cytokines: interleukin-2  possibly release of various mediators 
PAF   histamine liberator 
  
Table 1  Nociception in atopic skin : mediators and their mechanisms inducing pruritus in atopic dermatitis. Table 1は[22]より
引用、一部改�変。 
 
  種々の刺激に応じて生体膜リン脂質が代謝されて生じる脂質代謝物のある種のものは、重要な
シグナル伝達メディエーターとして機能することが明らかにされている。現在、脂質とそれらの
誘導体は、単なる細胞膜構造エレメントやβ酸化・解糖系での代謝源のみならず、疾患治療・予
防のための重要なターゲット分子であると認識されている。こうしたリン脂質メディエーターの
代表格は、リゾホスファチジン酸  ((LLPPAA  ::  LLyyssoopphhoosspphhaattiiddiicc  aacciidd))  とスフィンゴシン 11リン酸  
((SS11PP  ::  SSpphhiinnggoossiinnee  11--pphhoosspphhaattee))  である  ((FFiigg..  11))。前者はグリセロール骨格を、後者はスフィ
ンゴシン骨格をそれぞれ有し、両者とも 11 つの炭化水素主鎖と 11 つのリン酸基を含んだ低分子
量リン脂質  ((550000 ダルトン以下))  であり、どちらもリゾリン脂質メディエーターと呼ばれている。
LLPPAA や SS11PP は非常にシンプルな構造の分子ではあるが、細胞増殖、血小板活性化、創傷治癒�、
免疫応答など多彩な生理活性を示すことが明らかとなっている[[2233--2288]]。現在でも、それらの生
理活性についての報告は増え続けている。LLPPAA と SS11PP に特異的な膜 77回貫通ドメインを有する
GGタンパク質共役型受容体  ((GGPPCCRR))  は複数個同定されている。リゾリン脂質メディエーターの
もつ多彩な生理活性は、これらの細胞表面に存在する受容体に結合し、多様な細胞シグナル伝達
経路を活性化させることによる[[2266,,  2299,,  3300]]。現時点では LLPPAA には 66種、SS11PP には 55 種の受容
体が存在することが確定している。  
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Figure 1  Structures of LPA and S1P 
 
 
 
 
 
	  
	 LLPPAA は細胞内外で複数の経路により産生される  ((FFiigg..  22))。細胞外では細胞膜外層上でホスホ
リパーゼDD  ((PPLLDD))  の作用により生成したホスファチジン酸  ((PPAA))  から膜結合型ホスホリパーゼ
AA11  ((PPLLAA11))  や AA22  ((PPLLAA22))  により生成する[[3311--3333]]。もうひとつの細胞外 LLPPAA 産生経路は、ホス
ファチジルコリン  ((PPCC))  などの細胞膜上のリン脂質からPPLLAA11やPPLLAA22により産生するリゾホス
ファチジルコリン  ((LLPPCC))  などのリゾリン脂質からリゾホスホリパーゼ DD  ((llyyssooPPLLDD))  による
LLPPAA への変換である[[3344--3388]]。一方、LLPPAA は細胞内でグリセロリン脂質の ddee  nnoovvoo合成経路の
中間体などとして産生されるが[[3399]]、受容体を介したシグナル伝達物質としての LLPPAA の機能面
から考えると細胞外での LLPPAA 産生機構の方が重要であると考えられる。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2  Synthetic pathways of LPA. LPA may be produced through various pathways. Head groups of phospholipids are 
cleaved by phospholipase D and the resulting phosphatidic acid is hydrolyzed by phospholipase A. Phosphatidic acid is also 
produced by diacylglycerol kinase. The acyl chain of a phospholipid is hydrolyzed by phospholipase A and the head groups of 
the resulting lysophospholipids are cleaved by lysophospholipase D to produce LPA. Addition of phosphate to 
monoacylglycerol by monoacylglycerol kinase is another pathway of LPA production. Also, an acyltransferase like GPAT may 
produce LPA from glycerol 3-phosphate. Fig. 2 は[39]より引用、一部改�変。 
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  オートタキシン  ((AATTXX  ::  aauuttoottaaxxiinn))  は、ヒトメラノーマ  ((悪性黒色腫))  細胞の培養上清より
単離された腫瘍細胞運動性刺激因子であり[[4400]]、癌細胞の細胞増殖、生存および遊走に加えて転
移も促進する[[2255]]。AATTXX 欠損マウスは  ((EENNPPPP22--//--  mmuuttaannttss))、血管形成異常や神経奇形により
胎生致死である[[4411,,  4422]]。生理的な血管新生や神経発育に AATTXX は必須である。22000022 年に当研
究室はヒト血漿中の llyyssooPPLLDD 活性をもつ酵素を精製し、これが AATTXX と同一であることを明ら
かにした[[4433]]。この当研究室の先駆的発見により、AATTXX の作用が、それ自身の有する酵素活性
により産生される LLPPAA の作用で説明可能となり、LLPPAA//AATTXX 研究は大きく進展した。  
  
  循環血液中のAATTXXレベルは、白色脂肪組織や高内皮細胞  ((HHEECC  ::  hhiigghh  eennddootthheelliiaall  cceellll))  か
らの分泌と肝類洞血管内皮細胞による分解で維持されている[[4444--4466]]。AATTXX のヘテロ接合体マ
ウスは  ((EENNPPPP22--//++))  成人期まで生存するが血漿 LLPPAA 濃度は野生型マウスの約半分であり[[4411,,  
4422]]、血漿中の LLPPAA の大部分は数百μMM と高濃度で存在する LLPPCC から llyyssooPPLLDD 活性をもつ
AATTXXにより産生されていると考えられる  ((FFiigg..  33))。  
Figure 3  Synthetic pathways for plasma LPA. PC in lipoproteins serves as a substrate of lecithin cholesterol acyltransferase 
(LCAT) or PLA1/PLA2, which converts PC to LPC. LPA is generated by hydrolysis of LPC by ATX/lysoPLD, which liberates the 
hydrophilic headgroup (choline). 
 
  その後、AATTXXと LLPPAA を軸とする研究は急速に進展した。すでに掻痒と LLPPAA--AATTXX の関連を
示唆する研究がいくつか報告されており、注目を集めている。例えば、LLPPAA 刺激は LLPPAA 受容
体を介した肥満細胞からのヒスタミン分泌および血漿浸出を誘発し、気道過敏の発症に関与する
[[4477]]。また、皮膚掻痒症を伴った胆汁うっ滞症患者では、健常人と比べ血清 llyyssooPPLLDD 活性、血
清中 AATTXX 蛋白発現レベルおよび血清中の LLPPAA 量が高値であった[[4488]]。興味深いことに、皮膚
掻痒症を伴った胆汁うっ滞症患者で掻痒の強さと llyyssooPPLLDD活性の間には正の相関性が見られた
のに対し、有力な掻痒誘発因子であるヒスタミン、トリプターゼ、サブスタンス PP、オピオイド
μでは掻痒の強さとの間に関連性が見られなかった[[4488]]。未だ掻痒と LLPPAA--AATTXX との病態生理
学的な関係性は不明ではあるが、本研究では、全身性のメディエーターである LLPPAA やそれと関
連する代謝酵素の調節異常がアトピー性皮膚炎の疾患形成に関与しているのではないかと考え、  
その仮説の検証を試みた。  
  
  本研究では、アトピー性皮膚炎患者の臨床試料、およびアトピー性皮膚炎モデル動物として繁
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用繁用されている NNCC//NNggaa マウスと近年開発された NNOOAA マウスを用い、アトピー性皮膚炎の
病態発現や増悪にLLPPAAが関与しているかどうかを明らかにすることを目的として研究を行った。
本論文は 22章から構成されており、アトピー性皮膚炎における LLPPAA の病態生理学的なメディエ
ーターとしての可能性について第 11 章ではアトピー性皮膚炎患者の臨床試料を、第 22 章ではモ
デル動物を用いて検討を加えた。  
 7 
 
 
 
 
 
第 1 章 
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第 1 章・序論  
 
  アトピー性皮膚炎  ((AADD,,  aattooppiicc  ddeerrmmaattiittiiss))  と乾癬  ((ppssoorriiaassiiss))  は炎症性皮膚疾患の代表格
である。少なくともイニシエーション段階のアトピー性皮膚炎の炎症部には IILL--44、IILL--55、IILL--1100
などの TTHH22--型のサイトカインが蓄積する[[4499--5511]]。一方で乾癬の病変形成には IILL--1122、IILL--22、
IINNFF--γなどの TTHH11--型サイトカインが関わると考えられ[[5522,,  5533]]、TTHH細胞の極性化の違いがアト
ピー性皮膚炎と乾癬の主たる免疫病原性の差であると考えられてきた。アトピー性皮膚炎患者と
乾癬患者間の検査所見の差として、乾癬では主に好中球の表皮への浸潤が、アトピー性皮膚炎で
は主に好酸球とリンパ球の表皮での蓄積が認められる。また、乾癬患者ではアトピー性皮膚炎の
主症状である掻痒はほとんど見受けられない[[5544,,  5555]]。しかし増悪・寛解を繰り返し慢性化した
アトピー性皮膚炎患者では、乾癬患者と共通し表皮の過形成、異常なケラチノサイトの最終分化、
樹状細胞浸潤などが認められ[[5566,,  5577]]、アトピー性皮膚炎の病変形成には様々な要素が複雑に関
与していると考えられる。アトピー性皮膚炎は外因性と内因性に分類され、IIggEE  高値を示す外
因性型が 8800%%、正常な IIggEE 値を示す内因性型が 2200%%を占める[[5588]]。これまでに内因性アトピー
性皮膚炎患者には女性が多く、フィラグリン遺伝子の変異は低頻度であることが報告されている
が[[5588]]、病因の探索は現在も研究の途中であり、その同定及び病態機構の解明は今後の重要課題
となっている。  
  
  LLPPAA  ((11--  oorr  22--aaccyyll--ssnn--ggllyycceerrooll--33--pphhoosspphhaattee))  は、多種の哺乳動物体液や組織中に微量存
在するリン酸--グリセロール--脂肪酸という極めて単純な構造を有するリゾリン脂質である[[2244]]。
LLPPAAは細胞表面に存在するLLPPAA受容体に結合し多彩な生理活性を発現する。LLPPAA刺激により、
JJuurrkkaatt  TT 細胞のケモキネシス[[5599]]、マウスリンパ腫細胞株の侵襲性および極性化の促進[[6600]]、
モルモットおよびマウス好酸球の肺胞洗浄液への iinn  vviivvooにおける浸潤の促進[[6611,,  6622]]が誘導さ
れることが明らかにされている。ヒト肥満細胞には LLPPAA55 受容体が豊富に発現し、LLPPAA がカル
シウム動員やマクロファージ炎症性タンパク質--11β放出に関与することが報告された[[6633]]。また
近年、アレルギー性喘息患者の肺胞洗浄液中には 2222::55、2222::66 の脂肪酸を有する LLPPAA が健常人
と比較して多量に存在することが報告され[[6644,,  6655]]、アレルギー疾患における LLPPAA の病態生理
学的な役割が注目されている。本研究で著者は、近年、先進国を中心に罹患率が増加しているア
トピー性皮膚炎の病態の理解に向�けて、免疫細胞に対する走化性作用や内皮透過性亢進作用を持
つ循環 LLPPAA の慢性的な濃度異常が、アトピー性皮膚炎の病変形成に関与しているのではないか
と想定し、ヒト臨床試料を用いて検討した。  
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第 1 節・実験方法  
 
1.	 実験試薬	 
 
  ウシ血清由来アルブミン  ((ffaattttyy  aacciidd--ffrreeee))  は SSiiggmmaa--AAllddrriicchh  ((SStt..  LLoouuiiss,,  MMOO,,  UUSSAA))  より購
入�した。1166::00--LLPPCC、11,,22--ddiilliinnoolleeooyyll  ((1188::22//1188::22))--PPCC は AAvvaannttii  PPoollaarr  LLiippiiddss  ((AAllaabbaasstteerr,,  AALL,,  
UUSSAA))  より購入�した。1188::22--LLPPCC は以前の報告のように[[6666]]  11,,22--ddiilliinnoolleeooyyll--PPCC からブタ膵臓
由来ホスホリパーゼAA22  ((SSiiggmmaa))  処理により調製した。6600%%過塩素酸、マラカイトグリーン、七
モリブデン酸六アンモニウム四水和物  ((粉末))、塩化コリン、塩化カリウム、塩化ナトリウム、
塩酸は関東化学  ((東京))  から購入�した。モリブデン酸アンモニウムは和光純薬工業  ((東京))  から
購入�した。TTwweeeenn2200 はナカライテスク  ((京都))  から購入�した。HHAA113300 は CCaallbbiioocchheemm  ((SSaann  
DDiieeggoo,,  CCAA,,  UUSSAA))  より購入�した。ペルオキシダーゼ（西洋ワサビ、グレードⅢ）はフナコシ  ((東
京))  から購入�し、コリンオキシダーゼは東洋紡績  ((大阪))  から購入�した。33--((44--ヒドロキシフェニ
ル))プロピオン酸  ((HHPPPPAA))  は東京化成  ((東京))  から購入�した。TTLLCC は MMeerrcckk  ((DDaarrmmssttaaddtt,,  
GGeerrmmaannyy))  より TTLLCC  SSiilliiccaa  ggeell  6600  ((GGllaassss  ppllaatteess、2200×2200  ccmm))  を購入�した。EECCLL  PPrriimmee キッ
トは GGEE  HHeeaalltthhccaarree  LLiiffee  SScciieenncceess  ((PPiissccaattaawwaayy,,  NNJJ,,  UUSSAA))  から、西洋ワサビペルオキシダー
ゼ  ((HHRRPP))  結合ヤギ抗ラット抗体はAAmmeerriiccaann  QQuuaalleexx  ((SSaann  CClleemmeennttee,,  CCAA,,  UUSSAA))  から購入�し
た。その他の試薬は試薬特級品を使用した。  
 
2.	 実験試料	 
 
  本研究で使用したヒト血清は徳島大学付属病院皮膚科に通う患者より同意を得て採取したも
のである。なお、本実験の内容は徳島大学の倫理委員会で審議され承認を得て行われたものであ
る。血液は 3333 名のアトピー性皮膚炎患者、2266 名の乾癬患者および 1122 名の健常者から得た  
((TTaabbllee  22))。健常人の血液は当研究室の教員および学生から同意を得て徳島大学病院皮膚科にて
採血したものである。  
 
 
Table 2  Characteristics of study subjects. 
 
Diagnosis
No. of patients Age, years 
(M/F) (Mean  SD) 
Atopic dermatitis 33 (17/16) 30.4  12.2
Psoriasis 26 (8/18) 53.5  16.4
Healthy subjects 12 (5/17) 28.9  13.2
 10 
3.	 血清の調製	 
 
  採取したヒト血液を室温下で 33時間放置後、44℃、22000000×ggで 1100 分間遠心分離した後、血清
を回収し、試験に供するまで--8800℃で冷凍保存した。  
 
4.	 リン脂質濃度の測定	 
 
  CChhaallvvaarrddjjiiaann と RRuuddnniicckkii の方法[[6677]]に従い、脂質抽出物中の有機リン含量を測定し、これ
を基に全リン脂質濃度を求めた。この実験方法の概略を以下に示す。リン脂質を含む試料液の一
定量を試験管に分取し、窒素ガス気流下で溶媒を蒸発留去した。これに 6600%%過塩素酸  00..11  mmLL
および蒸留水 00..11  mmLL を加え、115500--116600℃で 9900 分間加熱した。室温まで冷却した後、二回蒸留
水  11  mmLL、44..22%%モリブデン酸アンモニウム・マラカイトグリーン試薬 55  mmLL および 11..55%%  TTwweeeenn  
2200 溶液 00..22  mmLL を加えてよく混合した後、島津UUVV--11660000 分光光度計で 666600  nnmm の吸光度を比
色定量した。  
 
5.	 lysoPLD 活性の測定	 
 
  コリン含有リン脂質の酵素的定量法を参考にし[[6688]]、当研究室で構築した 11次検定系を用いて、
外因性 LLPPCC を LLPPAA とコリンに分解させた[[4433]]。22 次検定のコリンの定量は、ZZaaiittssuu らの方法
に基づき行った[[6699]]。  
 
5-1.	 1 次検定	 
 
  ヒト血清試料を用いた一次検定は、00..0033 あるいは 00..000066  mmll の血清試料を 00..11 あるいは 00..112244  
mmll の生理食塩水で希釈し  ((それぞれ 44..33 あるいは 2222 倍希釈となる))、00..0077  mmll の 00..2255%%  BBSSAA 含
有生理食塩水に溶解した基質溶液  ((1166::00--あるいは 1188::22--LLPPCC))  00..0077  mmll  ((00..55  mmMM))  と混合させた。
その後、DDMMSSOO に溶解したAATTXX阻害剤溶液  ((HHAA113300))  00..000022  mmll あるいはコントロールとして
DDMMSSOO のみを 00..000022  mmll 加え合計 00..22  mmll とし、この混合液を 3377℃で 2244 時間インキュベートし
た。なお、インキュベートなしの 11次検定溶液は、22次検定を行う時まで--2200℃で冷凍保存して
おいた。  
 
5-2.	 2 次検定	 
 
  77..55  mmMM  HHPPPPAA    00..22  mmll、00..11  MM  トリス塩酸緩衝液（ppHH  88..55）22..66  mmll、22..00  UU//mmll  ペルオキシ
ダーゼ  00..11  mmll、１次検定液  00..11  mmll、330000  UU//mmLL コリンオキシダーゼ  1100μll を試験管内で混合
し、振とうしながら 3377℃で 1155 分間インキュベートし、この試験液の蛍光強度を測定した。塩
化コリンを用いて検量線�を作製し、この検量線�（00，11，33，1100，3300，110000  nnmmooll//mmLL）と試料の
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蛍光強度からコリンを定量し、これに基づき試料の llyyssooPPLLDD 活性を算出した。以下に蛍光強度
の測定条件、および FFiigg..  44 にコリン酵素共役蛍光測定法の原理を示す。  
  
≪測定条件≫  
  測定機器：日立蛍光分光光度計 FF44550000  
  励起波長：332200  nnmm  
  発光波長：440044  nnmm  
  スリット（励起／発光）：22..55  nnmm／1100..00  nnmm  
  ホトマル電圧：770000  VV  
  積算時間：1100..00  sseecc  
 
 
Figure 4  A schematic pathway for production of fluorogenic substance during oxidation of choline derived from exogenous 
LPC by choline oxidase in the assay mixture for choline-producing activity. 
 
6.	 体液中の lysoPLD が ATX である可能性の検討	 
 
6-1.	 ウエスタンブロッティング	 
 
  SSDDSS--PPAAGGEE は 1100%%アクリルアミドゲルを用いて LLaaeemmmmllii の方法[[7700]]に従い行った。適した
濃度に希釈した各試料を ssaammppllee  bbuuffffeerr  ((4400%%  ggllyycceerrooll、88%%  SSDDSS、225500  mmMM  トリス塩酸緩衝
液  ppHH66..88、55%%  22--メルカプトエタノール、ブロモフェノールブルー少量))  と混合し、9900℃の湯
浴上で 55分間加熱、電気泳動にかけた。その後、セミドライ転写装置で SSDDSS--ポリアクリルアミ
ドゲル中のタンパクを PPVVDDFF  ((ppoollyyvviinnyylliiddeennee  ddiifflluuoorriiddee))  膜  ((AATTTTOO))  へ 110088  mmAA、9900 分の
条件下で転写した。転写後の膜は 55%%スキムミルクスキムミルク//TTwweeeenn--TTrriiss  bbuuffffeerreedd  ssaalliinnee  
((TTTTBBSS,,  2200  mmMM  トリス塩酸緩衝液、00..55  MM  NNaaCCll、、00..0055%%  TTwweeeenn--2200、ppHH  77..44))  で 11 時間振と
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うすることでブロッキングした。ブロッキング溶液を除去した後、ヒト抗AATTXX抗体  ((33DD11、115500
倍希釈))  で一晩振とうさせた。TTTTBBSS で十分に洗浄した後、西洋ワサビペルオキシダーゼ  ((HHRRPP))  
結合ヤギ抗ラット抗体  ((22000000 倍希釈))  で 22 時間振とうした。TTTTBBSS による洗浄を十分に行い、
EECCLL  PPrriimmee キットを用い LLAASS--44000000  mmiinnii  ((富士フイルム))  によってバンドを検出した。なお、
バンドの強度はMMuullttii  GGaauuggee  ((富士フイルム、vveerrssiioonn  33..22))  によって定量した。  
  
≪検出条件≫  
  測定機器：LLAASS--44000000  mmiinnii  
  MMeetthhoodd：CChheemmiilluummiinneesscceennccee  
  TTrraayy  ppoossiittiioonn：11  
  EExxppoossuurree  ttyyppee：PPrreecciissiioonn  ((EExxppoossuurree  TTiimmee  ::  1155  ss))  
  SSeennssiivviittyy：SSuuppeerr  
 
7.	 酵素結合免疫吸着検定法	 (ELISA,	 enzyme-linked	 immunosorbent	 assay)	 
 
  ア ト ピー性皮膚炎患者血清中の tthhyymmuuss  aanndd  aaccttiivvaattiioonn  rreegguullaatteedd  cchheemmookkiinnee  
((TTAARRCC//CCCCLL1177))、 eeoottaaxxiinn--33//CCCCLL2266 および IIggEE の量は RR&&DD  SSyysstteemmss  ((MMiinnnneeaappoolliiss,,  
MMiinnnneessoottaa,,  UUSSAA))  の EELLIISSAA  KKiitt で定量した。  
 
8.	 統計解析	 
 
  結果は MMaannnn--WWhhiittnneeyy  UU--tteesstt で解析した。データが正規分布しているものについて、対照
群との間で SSttuuddeenntt の tt検定による 22群間比較を行った。多群間の母平均について、TTuukkeeyy の
方法で比較を行った。差は PP  ＜  00..0055 で統計学的に有意であるとみなした。  
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第 2 節・結果  
 
2-1.	 ヒト血清 lysoPLD 活性の比較	 
 
  外因性基質として飽和型1166::00--LLPPCCと不飽和型1188::22--LLPPCCの分子種を使用してLLPPCCからLLPPAA
と共に産生されるコリンを第 11章・第 11節・第 55項で示した方法で定量し、血清中の llyyssooPPLLDD
活性を算出した。なお FFiigg..  55 に示す llyyssooPPLLDD 活性は血清中に元々存在する内因性の LLPPCC から
産生されるコリンも含めたものである。  
  
  外因性 1188::22--LLPPCC に対する血清中の llyyssooPPLLDD 活性は、乾癬患者および健常人のものと比較し
アトピー性皮膚炎患者で有意に高値であった  ((FFiigg..  55,,  lleefftt))。同様の傾向�は 1166::00--LLPPCC を外因性基
質として用いた場合においても認められたが、アトピー性皮膚炎患者群と健常人群間で有意差は
認められなかった  ((FFiigg..  55,,  rriigghhtt))。今回測定した全ての群において、外因性 LLPPCC に対する活性
は女性の方が男性より高値であった。  
  
 
Figure 5  Serum lysoPLD activity toward 18:2- (filled symbols, left) or 16:0-LPC (empty symbols, right) of AD patients, 
psoriasis patients, and healthy controls by sex. 
 
2-2.	 ヒト血清 lysoPLD/ATX の酵素学的検討 
 
  FFiigg..  55で得られた値から1188::22--LLPPCCに対する活性と1166::00--LLPPCCに対する活性の比を算出した。
当研究室の以前の報告と一致し[[7711]]、測定した全ての群に共通して外因的に加えた 1188::22--LLPPCC に
対する血清 llyyssooPPLLDD 活性は 1166::00--LLPPCC に対するものより高値であった  ((FFiigg..  66))。さらに、この
不飽和型の 1188::22--LLPPCC を基質として好む血清 llyyssooPPLLDD 活性の特異性は、乾癬患者および健常人
の血清と比較しアトピー性皮膚炎患者の血清で顕著であった  ((FFiigg..  66))。  
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Figure 6  Ratios of serum lysoPLD activity for 18:2-LPC to that for 16:0-LPC of AD patients, psoriasis patients, and healthy 
controls by sex. 
 
  続いて AAllbbeerrss ら[[7722]]により見出された AATTXX 特異的阻害剤を血清に添加し、今回の測定で認
められた血清中の llyyssooPPLLDD 活性がどの程度 AATTXX により担われているのかを検討した。解析の
結果、今回測定した全ての群において外因性の1188::22--LLPPCCに対する血清 llyyssooPPLLDD活性はHHAA113300
処理により大幅に減弱した  ((FFiigg..  77))。  
 
 
Figure 7  Serum lysoPLD activity toward 18:2-LPC in the presence of ATX inhibitor HA130 (0.02 mM). Serum lysoPLD 
activity in patients with AD, patients with psoriasis, and healthy controls was greatly reduced by addition of HA130, indicating 
that most of the observed lysoPLD activity is due to ATX. 
 
  抗 AATTXX モノクローナル抗体を用いたウエスタンブロットにより、数例のアトピー性皮膚炎患
者、乾癬患者および健常人血清中のAATTXX抗原レベルを解析した。なおアトピー性皮膚炎患者は
FFiigg..  55 で得られた 1188::22--LLPPCC に対する llyyssooPPLLDD 活性に基づき、llyyssooPPLLDD 活性が高い群  ((＞
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6600nnmmooll//mmll//2244hh))  と低い群  ((≦6600nnmmooll//mmll//2244hh))  に分類した。群内でのばらつきは認められた
が、アトピー性皮膚炎患者、乾癬患者および健常人群間で血清中のAATTXX抗原レベルの有意な差
は認められなかった  ((FFiigg..  88))。  
  
 
Figure 8  Western blot analyses of ATX protein in serum of AD patients, psoriasis patients, and healthy controls were 
performed using an anti-ATX antibody (3D1). Values show the band intensity ratio between the lanes and are relative to that of 
leftmost lane, set as 1. 
 
2-3.	 ヒト血清 lysoPLD 活性の希釈依存性 
 
  当研究室は以前、何らかのメカニズム  ((例えばアロステリックな機構))  を介して llyyssooPPLLDD 活
性を阻害する因子がヒト血清中に存在すること、および生理食塩水で段階的に血清を希釈してい
くと阻害作用が非線�形の様式で減弱することを報告している[[7711]]。血清中の llyyssooPPLLDD 活性は、
乾癬患者および健常人のものと比較しアトピー性皮膚炎患者で有意に高値であったが  ((FFiigg..  55))、
グループ間で血清中AATTXX抗原レベルでの有意な変動は認められなかった  ((FFiigg..  88))。筆者は、高
い llyyssooPPLLDD 活性を示すアトピー性皮膚炎患者血清中では、内因性阻害因子が低レベルとなり、
阻害作用の均衡が崩れて酵素活性が高値となっているのではないかと考え、数例のアトピー性皮
膚炎患者、乾癬患者および健常人の血清を用い、00..1155  mmMM 外因性 1188::22--LLPPCC の存在下で希釈依
存性を解析し、この可能性を検討した。以前の当研究室の報告[[7711]]と一致し、今回測定した全て
の群で外因性の 1188::22--LLPPCC に対する血清 llyyssooPPLLDD 活性は希釈に伴い増加した  ((FFiigg..  99AA))。FFiigg..  
99AA で得られた値から希釈に伴う llyyssooPPLLDD 活性の増加分を算出したところ、この増大幅は、低
い llyyssooPPLLDD 活性を示すアトピー性皮膚炎患者、乾癬患者および健常人の血清と比較し高い
llyyssooPPLLDD 活性を示すアトピー性皮膚炎患者の血清で有意に高値であった  ((FFiigg..  99BB))。  
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Figure 9  (A) Dilution-dependency of lysoPLD activity toward 18:2-LPC of sera from AD patients, psoriasis patients, and 
healthy controls. (B) The increments in serum lysoPLD activity of AD patients, psoriasis patients, and healthy controls due to 
the additional dilution of 6.7-fold diluted serum to 33-fold. 
	 
2-4.	 アトピー性皮膚炎患者血清中の lysoPLD 活性と種々の検査値の相関関係の解析 
 
  血清中の llyyssooPPLLDD 活性と種々の検査値の相関解析を調べ、アトピー性皮膚炎と llyyssooPPLLDD 活
性//LLPPAA 軸の病態生理学的な関連性を検討した。FFiigg..  1100--((AA))は血清ケモカイン TTAARRCC//CCCCLL1177
レベル、((BB))は血清ケモカイン eeoottaaxxiinn--33//CCCCLL2266 レベル、((CC))は血清 IIggEE レベル、((DD))は末梢血
の好酸球数、((EE))は末梢血のリンパ球数、((FF))は末梢血の好中球数と血清 llyyssooPPLLDD 活性との相関
解析を示したものである。解析の結果、アトピー性皮膚炎患者において血清中の llyyssooPPLLDD 活性
と TTAARRCC および eeoottaaxxiinn--33 レベルとの間には関連性は認められなかった  ((FFiigg..  1100AA,,  BB))。FFiigg..  
1100CC に示すように、低い llyyssooPPLLDD 活性を示すアトピー性皮膚炎患者と比較し、高い llyyssooPPLLDD
活性を示すアトピー性皮膚炎患者で血清中 IIggEE レベルは有意に低値であった。末梢血の好酸球
数とllyyssooPPLLDD活性との間には若干の相関関係が認められたが有意な差ではなかった  ((FFiigg..  1100DD))。
また、末梢血のリンパ球数あるいは好中球数と血清 llyyssooPPLLDD 活性との間には関連性は認められ
なかった  ((FFiigg..  1100EE,,  FF))。  
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Figure 10  Correlation of serum lysoPLD activity to serum levels of TARC (A), eotaxin-3 (B), IgE (C), and numbers of 
peripheral eosinophils (D), lymphocytes (E), and neutrophils (F) in patients with AD. The serum concentrations of TARC, 
eotaxin-3, and IgE were determined by ELISA. 
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第 3 節・考察  
 
  血清中のLLPPAAレベルは、血清調整時の血小板凝集の程度により容易に影響を受け変動する[[7733,,  
7744]]。そこで本研究で著者は、循環LLPPAAレベルとアトピー性皮膚炎の病態生理的な関連性をAATTXX
の llyyssooPPLLDD 活性と抗原レベルを解析することで調べた。LLPPAA はアクチン細胞骨格や細胞外マト
リックスの再構築を制御し、内皮タイトジャンクションを乱すことで血管透過性亢進作用を示す
[[7755,,  7766]]。また LLPPAA 刺激は、内皮の EE--セレクチンと血管細胞接着分子--11  ((VVCCAAMM--11))  発現を増
加させることが知られている[[7777]]。最近の KKrreemmeerr らによる報告[[7788]]と一致し、血清中の
llyyssooPPLLDD 活性は、健常人のものと比較しアトピー性皮膚炎患者で有意に高値であった。このア
トピー性皮膚炎患者で認められた llyyssooPPLLDD 活性高値は、循環血液中での LLPPAA 産生亢進につな
がり、血漿漏出や炎症細胞の病変部への異常な取り込みを誘発させているのかもしれない。  
  
  本研究結果から、アトピー性皮膚炎患者血清中では、内因性 llyyssooPPLLDD 阻害因子が低レベルと
なり、阻害作用の均衡が崩れて酵素活性が高値となっていることがわかった。血清中に存在する
llyyssooPPLLDD 活性阻害分子の探索は今後の課題である。また、アトピー性皮膚炎患者血清中のAATTXX
は顕著に不飽和型 LLPPCC を基質として好む性質を示した。LLPPAA 受容体と LLPPAA の親和性は、LLPPAA
が有する脂肪酸の不飽和度により変動することが知られており[[7799]]、こうしたAATTXXの基質特異
性の変化は LLPPAA シグナル伝達に影響を及ぼすかもしれない。今のところ詳細なメカニズムはわ
からないが、AATTXXの疎水性ポケットや触媒ドメインは生体内で何らかの内因性因子と相互作用
し、かなり柔軟に立体構造を変化させていると考えられる。  
  
  以前 MMaassuuddaa らにより、BB細胞新生物の患者血清中ではAATTXXによる LLPPAA 産生が健常人と比
較して亢進していることが報告された[[8800]]。しかし本研究において、高い llyyssooPPLLDD 活性を示す
アトピー性皮膚炎患者では、低い llyyssooPPLLDD 活性を示すアトピー性皮膚炎患者と比較して血清中
IIggEE レベルは有意に低値であり、llyyssooPPLLDD 活性と IIggEE レベルは負の相関関係にあった。アトピ
ー性皮膚炎患者のBB細胞に対してLLPPAAはネガティブな制御シグナルを伝達させているのだろう
か。本研究においてこの問いに明確に答えられる結果は得られていない。  
  
  まとめると、本研究結果から、血清 llyyssooPPLLDD 活性がアトピー性皮膚炎の有望なバイオマーカ
ーおよび治療戦略のターゲットとなりうる可能性が示唆された。  
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第 2 章・序論  
 
  脂質は生体の主要な構成成分であり、その大部分はグリセロリン脂質、コレステロールやスフ
ィンゴ脂質として細胞膜を構成している。一方で、脂質メディエーターは種々の組織や体液に極
微量の濃度で、かつ短い半減期で存在し、細胞膜上の GG 蛋白質共役型受容体を介し細胞間メデ
ィエーターとして機能する。その中でも、LLPPAA とスフィンゴシン 11--リン酸  ((SS11PP))  は、エイコ
サノイドなどに次ぐ第二世代の脂質メディエーターとして注目されている。本論文の第一章にお
いて主要な LLPPAA 産生酵素である AATTXX//llyyssooPPLLDD 活性が健常人のものと比較しアトピー性皮膚
炎患者の血清で有意に高値であることを示した。本研究ではアトピー性皮膚炎モデル動物として
繁用されている NNCC//NNggaa マウスと近年開発された NNOOAA  ((NNaarruuttoo  RReesseeaarrcchh  IInnssttiittuuttee  OOttssuukkaa  
AAttrriicchhiiaa))  マウスを用い、循環 LLPPAA レベルとアトピー性皮膚炎の病態生理的な関連性を検討し
た。  
  
  アトピー性皮膚炎はそう痒と湿疹を伴う皮膚炎である。アトピー性皮膚炎の発病と増悪には遺
伝的要因と環境要因が関与している[[33]]。アトピー性皮膚炎モデル動物として繁用される
NNCC//NNggaa マウスは日本古来のニシキネズミを起源とし、ダニの存在するコンベンショナル環境
下での飼育により耳介と頭部を中心に湿疹性の皮膚炎を自然発症する近交系マウスである  ((FFiigg..  
1111AA))  [[8811]]。一方、NNOOAAマウスは SSPPFF 環境下で潰瘍性の皮膚炎を自然発症する無毛ミュータン
トマウスとして KKoonnddoo らにより確立された  ((FFiigg..  1111BB))  [[8822]]。NNCC//NNggaa マウスとは異なり、NNOOAA
マウスの病変発症部位に限定はない。両モデルマウスに共通してアトピー性皮膚炎患者と類似し
た掻破行動、血中 IIggEE 濃度の上昇、病変部での好酸球およびリンパ球の蓄積が認められる。  
 
(A)                            (B) 
 
 
Figure 11  Atopic dermatitis-like skin lesions of NC/Nga and NOA mice. (A) A conventionally housed male NC/Nga mouse at 
9 weeks old. (B) A NOA mouse (25 weeks old, male) housed under specific-pathogen-free (SPF) conditions. 
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第 1 節・実験方法  
 
1.	 実験試薬	 
  
  EEDDTTAA--22KK、FFllaavvoobbaacctteerriiuumm  hheeppaarriinnuumm由来ヘパリナーゼⅢは SSiiggmmaa--AAllddrriicchh  ((SStt..  LLoouuiiss,,  
MMOO,,  UUSSAA))  より購入�した。ギ酸アンモニウム、ギ酸  ((高速 LLCC 用))、ヘパリンナトリウム、塩化
カルシウム、硫酸銅((Ⅱ))五水和物、塩化マグネシウム((Ⅱ))六水和物、塩化バリウム((Ⅱ))二水和物は
和光純薬工業  ((東京))  から購入�した。蒸留水  ((LLCC//MMSS 用))、メタノール  ((LLCC//MMSS 用))、22--プロパ
ノール  ((高速 LLCC 用))、アセトニトリル  ((LLCC//MMSS 用))、塩化コバルト((Ⅱ))六水和物、塩化亜鉛、塩
化マンガン((Ⅱ))四水和物、塩化ニッケル((Ⅱ))六水和物は関東化学  ((東京))  から購入�した。2288%%アン
モニア水はナカライテスク  ((京都))  から購入�した。DDiiooccttaannooyyllggllyycceerrooll  ppyyrroopphhoosspphhaattee  ((88::00  
DDGGPPPP))、1177::00--LLPPCC、1155::00--LLPPCC、SS11PP  ((dd1177::11))  は AAvvaannttii  PPoollaarr  LLiippiiddss  ((AAllaabbaasstteerr,,  AALL,,  UUSSAA))  よ
り購入�した。1155::00--LLPPAA、1177::00--LLPPAA および 1188::22--LLPPAA は以前の報告のように[[8833]]それぞれ
1155::00--LLPPCC、1177::00--LLPPCC あるいは 1188::22--LLPPCC から SSttrreeppttoommyycceess  cchhrroommooffuussccuuss由来ホスホリパ
ーゼ DD  ((PPLLDD,,  SSiiggmmaa))  処理で調製した。11--oolleeooyyll--LLPPMM  ((1188::11--llyyssoopphhoosspphhaattiiddyyllmmeetthhaannooll))  は
11--oolleeooyyll--LLPPCC  ((AAvvaannttii))  から AAccttiinnoommaadduurraa  sspp..  PPLLDD  ((生化学工業、東京))  によるホスファチ
ジル基転移反応で調製した。22  mmll のジエチルエーテル、00..55  mmll の 1100%%メタノール、00..22  mmll の
00..2222  MM  CCaaCCll22に 1188::11--LLPPCC  ((1155  mmgg))  を溶解させ、00..44  mmll の 00..22  MM 酢酸ナトリウム溶液に溶かし
込んだ PPLLDD  ((2200  uunniittss))  を添加し、6655℃下で激しく撹拌させながら 33 時間反応を行った。産物
である 1188::11--LLPPMM は、クロロホルム//メタノール//水  ((6655::3355::55,,  bbyy  vvooll))  混液を用いた TTLLCC で精
製した。11--lliinnoolleennooyyll--LLPPAA  ((1188::33--LLPPAA))  は 11,,22--ddiilliinnoolleennooyyll--PPCC  ((AAvvaannttii))  から上記の PPLLAA22、
PPLLDD 反応により反応により調製した。SS3322882266 は CCaallbbiioocchheemm  ((SSaann  DDiieeggoo,,  CCAA,,  UUSSAA))  と
CCaayymmaann  CChheemmiiccaall  ((AAnnnn  AArrbboorr,,  MMII,,  UUSSAA))  から購入�した。ヒスタミン二塩酸塩、ナロキソン
塩酸塩はAAlleexxiiss--EEnnzzoo  LLiiffee  SScciieenncceess  ((FFaarrmmiinnggddaallee,,  NNYY,,  UUSSAA))  から購入�した。その他の試薬
は試薬特級品を使用した。また、有機溶媒は関東化学から特級品を購入�して使用した。  
  
2.	 実験試料	 
 
  BBAALLBB//cc マウスおよび NNOOAAマウスは、日本クレア  ((東京))  より、皮膚炎を発症したクリーン  
((ccoonnvveennttiioonnaall))  NNCC//NNggaa マウスは日本 SSLLCC  ((静岡))  より購入�し、試験に使用した。動物飼育に
はマウスケージを用い、固形飼料の餌と水は自由摂取とした。なお、本実験は徳島大学動物実験
倫理委員会の承認を得て行ったものである。NNOOAA マウスおよび NNCC//NNggaa マウスのアトピー性
皮膚炎様皮膚病変を発症している個体は、それぞれ日本クレアおよび日本 SSLLCC により選抜され
た。試験に使用した皮膚病変発症個体の NNOOAAおよび NNCC//NNggaa マウスの週齢は 33--55 ヶ月齢であ
った。NNOOAAマウスの皮膚病変を発症していない個体として 55週齢のマウスも試験に用いた。コ
ントロールとして使用した BBAALLBB//cc マウスは、NNOOAAおよび NNCC//NNggaa マウスの週齢と合わせる
ため 33--55 ヶ月齢のマウスおよび 55 週齢のマウスを用いた。なお実験に供したマウスはすべて♂
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であった。  
 
3.	 血液サンプルの調製	 
 
3-1.	 EDTA 処理血漿および EDTA 処理血液細胞画分	 
 
  BBAALLBB//cc、NNOOAA、NNCC//NNggaa いずれのマウスにおいても、1122 時間絶食をさせてから採血を行っ
た。絶食後、ジエチルエーテル吸入�麻酔下で開腹、腹部大動脈より採血後、血液 11  mmll に対し 11  
mmgg の EEDDTTAA•･22KK  ((粉末))  を事前に加えておいたマイクロチューブに採取した血液を加え混和し
た。44℃、11220000×gg で 2255 分間遠心分離した後、上清を EEDDTTAA 血漿、下層を血液細胞画分とし
て回収し、試験に供するまで--8800℃で冷凍保存した。  
 
3-2.	 ヘパリン処理血液	 
 
  BBAALLBB//cc あるいは NNOOAAマウスを 1122 時間絶食させてから採血を行った。血液 11  mmll に対し 33
ユニットになるように、3300--5500  μll の生理食塩水でヘパリンナトリウムを溶かし、事前にマイク
ロチューブに加えておいた。絶食後、ジエチルエーテル吸入�麻酔下で開腹、腹部大動脈より採血
後、事前にヘパリンナトリウム溶液を加えておいたマイクロチューブに採取した血液を加え混和
し、ヘパリン処理血液を調製した。ヘパリン処理血液は、貯蔵中に血球が壊れる恐れがあるため、
調製後、直ちに試験に供した。  
 
3-3.	 ヘパリン処理血漿	 
 
  第 22 章・第 11 節・第 33--22 項で調製したヘパリン処理血液を 44℃、11220000×ggで 2255 分間遠心分
離した後、ヘパリン血漿を回収し、試験に供するまで--8800℃で冷凍保存した。  
 
3-4.	 ヘパリン処理多血小板血漿	 
 
  第 22 章・第 11節・第 33--22 項で調製したヘパリン処理血液を 2200℃、5500×ggで 2200 分間遠心分離
した後、ヘパリン処理多血小板血漿を回収した。ヘパリン処理多血小板血漿は、貯蔵中に血小板
が壊れる恐れがあるため、調製後、直ちに試験に供した。  
 
4.	 リン脂質濃度の測定	 
 
  第 1 章・第 1 節・第 4 項  参照 
 
5.	 脂質抽出	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  BBlliigghh および DDyyeerr が以前に報告した方法[[8844]]を以下に示すように一部修正し、脂質抽出に適
用した。  
予め塩化カリウムを添加し、二回蒸留水を加えた試料 11容量に対して、クロロホルム//メタノ
ール  ((11::22))  混液 33..7755 容量を加え、良く撹拌した。そこに内部標準品として 1177::00 の分子種の脂
質  ((1177::00--LLPPCC、1177::00--LLPPAA、CC1177--SS11PP))  を添加後、さらに、二回蒸留水  11..2255 容量およびクロロ
ホルム  11..2255 容量を加え、良く撹拌した。次に 2200%%アンモニア水を加え、水層の ppHH を 88--99 に
調整した。遠心分離（11000000×gg、1100 分間、44℃）後、パスツールピペットを用いて有機層を分
取した（脂質画分--Ⅰ）。上記の操作後、残りの水層に除去した有機層の容量分だけクロロホルム
//メタノール  ((1177::33))  混液を加え、十分に撹拌し、遠心分離（11000000×gg、1100 分間、44℃）後、同
様に有機層を分取した（脂質画分--Ⅰ）。残りの水層に除去した有機層の容量分だけ再びクロロホ
ルム//メタノール  ((1177::33))  混液を加え、続いて、55  NN  HHCCll を加え水層の ppHHを 22--22..55 に調整した。
遠心分離（11000000×gg、1100 分間、44℃）後、有機層を分取した（脂質画分--Ⅱ）。上記の操作後、
残りの水層に除去した有機層の容量分だけクロロホルム//メタノール  ((1177::33))  混液を加え、十分
に撹拌し遠心分離（11000000×gg、1100 分間、44℃）後、同様の操作を行い有機層を分取した（脂質
画分--Ⅱ）。回収した脂質画分--Ⅰおよび脂質画分--Ⅱは第 11 章・第 11 節・第 66 項に示す
LLCC--EESSII--MMSS//MMSS 分析に供した。  
  
  なお、FFiigg..  1122 に今回用いた脂質抽出法の概略を模式的に示す。LLPPCC および LLPPAA や SS11PP はそ
れらの極性の差から水層の ppHH を変動させることにより水層から有機層に段階的に移動させる
ことができる。  
 
Figure 12  A scheme of Bligh & Dyer method 
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6.	 LC-ESI-MS/MS 分析	 
 
  第 22 章・第 11節・第 55項で回収した脂質画分ⅠおよびⅡの溶媒を窒素気流下で除去し、55  mmMM  
ギ酸アンモニウム含有  メタノール：水  ((9955：55))  の混液に溶かし分析用バイアルに転溶後、
LLCC--EESSII--MMSS//MMSS 分析に供した  ((メタノールと蒸留水は関東化学の  LLCC//MMSS 用製品を、ギ酸アン
モニウムは関東化学の特級品を使用))。  
  
  分析に用いた装置は以下の通りである。  
〈AAuuttoossaammpplleerr〉  
  HHTTSS  PPAALL  ((CCTTCC  AAnnaallyyttiiccss,,  ZZwwiinnggeenn,,  SSwwiittzzeerrllaanndd))  
〈LLCC〉  
  AAggiilleenntt  11110000  CCaappLLCC  ((AAggiilleenntt  TTeecchhnnoollooggiieess))  
〈MMSS〉  
  44000000QQ  TTrraapp  ((AABB  SSCCIIEEXX))  
 
6-1.	 高速液体クロマトグラフィー	 (HPLC)	 
 
  リザーバには溶媒（移動相）を入�れておいた。高圧ポンプ（溶媒送液システム、またはソルベ
ントマネージャ）を使用し、指定流量の移動相を正確に送液した。インジェクタ（サンプルマネ
ージャまたはオートサンプラー）により、一定に流れる移動相溶媒にサンプルが注入�され、この
移動相がサンプルをHHPPLLCC カラムに運んだ。カラムには分離に必要なクロマトグラフィー充填
剤が入�っており、この充填剤は、カラムのハードウェアにより所定の位置に固定されるため、固
定相と呼ばれる。HHPPLLCCカラムから溶出する分離された化合物のバンドを検出器にて確認した。  
 
6-2.	 エレクトロスプレーイオン化法	 (ESI 法)	 
 
  イオン化法としてエレクトロスプレーイオン化法  ((EESSII 法))  を用いた。EESSII はソフトなイオン
化法として知られており、高極性、難揮発性、熱不安定化合物に適用が可能な方法として、天然
物、生体高分子、医薬品などの分析に汎用されている。  
 
6-3.	 MRM モード	 (Multiple	 Reaction	 Monitoring モード)	 
 
  MMSS の分析モードとしては、主にMMRRMMモード  ((MMuullttiippllee  RReeaaccttiioonn  MMoonniittoorriinngg モード))  を用
いた。FFiigg..  1133にMMRRMMモードの概略図を示している、なお用いた44000000QQ内部構造の図はAApppplliieedd  
BBiioossyysstteemmss 社の HHPP より引用した。  
  
注 11))  MMRRMM モードとは、一段目の四重極  ((QQ11))  で親イオン  ((プレカーサーイオン))  のみを通し、
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そのイオンを次のコリジョンセル  ((QQ22))  で開裂させ、分析対象の化合物に特異的な娘イオン  ((プ
ロダクトイオン))  のみを二段目の四重極  ((QQ33))  でモニターする方法である  ((FFiigg..  1133))。この方法
では、LLCC の保持時間情報以外に、化合物の特異的な質量情報で同定が可能となる。また、この
質量情報を利用することで試料中の夾雑成分から目的化合物を質量数で分離することができる
ため、高い選択性、高い検出感度と SS  ((シグナル))  //  NN  ((ノイズ))  比が得られる。  
 
Figure 13  A scheme of Multiple Reaction Monitoring (MRM) mode 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
  EESSII--LLCC--MMSS//MMSS 分析ではリン脂質をイオン化して測定するが、リン脂質はクラスごとにイオ
ン化する際、プロトン化しやすいものと脱プロトン化しやすいものに分けることができる。そこ
で検出感度を上げるためにプロトン化しやすいものを陽イオンモードでプロトン化分子として、
プロトン脱離しやすいものは陰イオンモードで脱プロトン分子として検出するのが通例である。
実際に今回の分析対象脂質である LLPPAA および SS11PP は陰イオンモードで、LLPPCC は陽イオンモー
ドで検出した。  
  また MMRRMMモードで分析を行う際には QQ11 と QQ33 でそれぞれイオンを選択する必要がある。  
FFiigg..  1144 に LLPPAA、LLPPCC および SS11PP のフラグメントイオンの構造を、TTaabbllee  33 に QQ11 と QQ33 のイ
オンの組み合わせをそれぞれ示す。  
 
Figure 14  Structures of fragment ions produced from the molecular ion of LPA, S1P and LPC 
by ESI fragmentation 
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Table 3  Pairs of Q1 ion and Q3 ion for analysis of LPA, LPC and S1P 
A LPA    C S1P   
Species [M-H]- [cyclic GP]-  Species [M-H]- [PO3]- 
  Q1 Q3    Q1 Q3 
16:0 409 153  d18:1 378 79 
16:1 407 153  d18:0 380 79 
17:0 (i.s.) 423 153  d17:1 (i.s.) 364 79 
18:0 437 153     
18:1 435 153     
18:2 433 153     
18:3 431 153     
20:3 459 153     
20:4 457 153     
20:5 455 153     
22:6 481 153     
       
B LPC       
Species [M+H]+ [p-choline]+     
  Q1 Q3     
16:0 496 184     
16:1 494 184     
17:0 (i.s.) 510 184     
18:0 524 184     
18:1 522 184     
18:2 520 184     
18:3 518 184     
20:3 546 184     
20:4 544 184     
20:5 542 184     
22:6 568 184     
 
注 22))  LLPPAA と LLPPCC 分子種を示す略字において、コロンの前と後ろの数字は、それぞれ脂肪酸部
の炭素数および二重結合数を示している。例えば 1188::22--LLPPAA とは炭素数 1188、二重結合が２つの
脂肪酸がグリセロール--33リン酸にアシル型で付加されていることを意味する。一方SS11PPの場合、
脂肪酸ではなくスフィンゴシン骨格で分類され、dd1188::11 とは炭素数 1188、二重結合 11 つ、OOHH 基
が二つ  ((dd とはジオール化合物の ddを表す))  というスフィンゴイド骨格にリン酸が付加されてい
る構造であることを意味する。なお ii..ss..は内部標準物質  ((iinntteerrnnaall  ssttaannddaarrdd))  を意味する。  
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  以下に今回の LLPPAA、SS11PP および LLPPCC 分析の際に用いたカラム、移動相、流速並びに MMSS で
設定した各部位の電圧などについて記載する。  
  
＜LLPPAA、SS11PP＞  
  LLCC--カラム：OODDSS--110000ZZ  逆相カラム（55  μmm,,  22..00×115500  mmmm）  
  移動相：55  mmMMギ酸アンモニウム含有メタノール//水（9955::55,,  vv//vv）混液  
    流速：222200  μℓ//mmiinn  
    ddeecclluusstteerriinngg  ppootteennttiiaall：--110000..00  VV  
  eennttrraannccee  ppootteennttiiaall：--1100..00  VV  
      ccoolllliissiioonn  eenneerrggyy：--3322..00  VV  
    ccoolllliissiioonn  cceellll  eexxiitt  ppootteennttiiaall：--77..00  VV  
        ccuurrttaaiinn  ggaass：2200..00  ppssii  
        ccoolllliissiioonn  ggaass：66  ppssii  
        iioonn  sspprraayy  vvoollttaaggee：--44550000..00  VV  
        tteemmppeerraattuurree：550000..00  ℃  
        iioonn  ssoouurrccee  ggaass  11：7700..00  ppssii  
                                    22：5500..00  ppssii  
  
＜LLPPCC＞  
  LLCC--カラム：SSUUPPEELLCCOO  AAsscceennttiiss  EExxpprreessss  CC1188  ((22..77  μmm,,  22..11×115500  mmmm))  
  移動相：55  mmMMギ酸アンモニウム含有メタノール//水（9955::55,,  vv//vv）混液  
    流速：220000  μℓ//mmiinn  
    ddeecclluusstteerriinngg  ppootteennttiiaall：7766..00  VV  
  eennttrraannccee  ppootteennttiiaall：1100..00  VV  
      ccoolllliissiioonn  eenneerrggyy：3377..00  VV  
    ccoolllliissiioonn  cceellll  eexxiitt  ppootteennttiiaall：1166..00  VV  
        ccuurrttaaiinn  ggaass：2200..00  ppssii  
        ccoolllliissiioonn  ggaass：66  ppssii  
        iioonn  sspprraayy  vvoollttaaggee：55550000..00  VV  
        tteemmppeerraattuurree：440000..00  ℃  
        iioonn  ssoouurrccee  ggaass  11：3300..00  ppssii  
                                    22：6600..00  ppssii  
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  TTaabbllee  33 に示す QQ11 と QQ33 の値をセットすると、LLPPAA、SS11PP、LLPPCC のそれぞれの分子種ごと
にピークを得られる。NNOOAAマウス EEDDTTAA血漿中の LLPPAA、SS11PP、LLPPCC の分析を行った際のマス
クロマトグラムを 11例として FFiigg..  1155 に示す。  
 
 
Figure 15  Mass chromatograms of LPA, S1P and LPC. (A) Mass chromatograms of LPA and S1P. (B) Mass chromatograms 
of LPC. 
 
  リゾリン脂質分子内において脂肪酸は、グリセロール骨格の ssnn--11 位または ssnn--22 位の炭素の
どちらかに結合しており、それらはそれぞれ 11--アシル体および 22--アシル体と呼ばれる。  
  
注22))	 脂肪酸の結合様式としてはアシル型以外にもアルケニル型、アルキル型があり、ラット及
びヒト脳では、アルケニルアシル--エタノールアミンリン脂質が豊富に存在することが報告
されている[[8855]]。アルキル型のリン脂質メディエーター代表例は血小板活性化因子  PPAAFF で
ある。しかし、通常ではアシル型のリゾリン脂質が最も量的に多いため、FFiigg..  11 ではアシ
ル型の LLPPAA の構造式を例示しておく。  
  
  LLPPAA と LLPPCC のどちらも、11--アシル体と 22--アシル体は、今回の分析条件下において良好に分
離された。先に溶出される（保持時間が短い）ピークが 22--アシル体、後に溶出される（保持時
間が長い）ピークが 11--アシル体であった  ((FFiigg..  1155))。  
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7.	 LC-ESI-MS/MS 分析による脂質の定量的解析	 
 
  第 22 章・第 11節・第 66--33 項で示したように、QQ11 と QQ33 の値をセットすることで、各脂質クラ
ス・分子種ごとにピークを得ることが可能となる。そこで得られた目的化合物のピーク面積と内
部標準物質のピーク面積の比から目的のリン脂質を定量した。なお、データ解析の際には、11--
アシル体と 22--アシル体のピーク面積を合計した値を用いて定量値を求めており、次式により濃
度を算出した。  
 
 
 
 
 
7-1.	 補正値	 
 
  MMSS による定量的解析を行うためには、MMSS に注入�した試料中の目的リン脂質の量と、それが
イオン化して検出されるピーク面積の間に比例関係があることが必要である。そこで、内部標準
物質である 1177::00 型分子種の濃度を固定し、目的リン脂質の濃度を、1177::00 型分子種の濃度１に対
してそれぞれ 00..22、00..55、11、22、44 の濃度で混合後測定し、それらのピークの面積比から検量線�
を作成した。この検量線�の傾きは、MMSS に注入�した分析目的リン脂質の 1177::00 型分子種に対する
イオン化のされやすさ（相対的イオン化効率）を表す。LLPPCC と LLPPAA については、1166::00、1188::00、
1188::11、1188::22、2200::44 型分子種について検量線�を作成した。LLPPCC 及び LLPPAA の 1177::00 型分子種に対す
る各分子種の検量線�の傾きは、多価不飽和脂肪酸の LLPPAA では若干高い傾向�にあったが、それ以
外はほぼ１となった  ((FFiigg..  1166))。このため、これ以降は、目的リン脂質のピーク面積と内部標準
物質のピーク面積の比から補正なしに目的リン脂質の濃度を求めることにした。SS11PP の検量線�
は現在作成途中であるため今回は示していないが、これらも現段階でイオン化効率はほぼ１であ
ることを予備的に確認している。  
目的リン脂質の濃度 
=  ＝ 
内部標準物質のピーク面積 
目的リン脂質のピーク面積 
×  加えた内部標準物質の濃度 
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 (A) 
 
(B) 
 
Figure 16  Ionization efficiencies on quantification of LPA (A) and LPC (B). 







     






     







     







     







     
A
re
a 
ra
tio
 (1
6:
0-
LP
A
/1
7:
0-
LP
A
)
A
re
a 
ra
tio
 (1
8:
0-
LP
A
/1
7:
0-
LP
A
)
A
re
a 
ra
tio
 (1
8:
1-
LP
A
/1
7:
0-
LP
A
)
A
re
a 
ra
tio
 (2
0:
4-
LP
A
/1
7:
0-
LP
A
)
A
re
a 
ra
tio
 (1
8:
2-
LP
A
/1
7:
0-
LP
A
)
Molar ratio (16:0-LPA/17:0-LPA) Molar ratio (18:0-LPA/17:0-LPA) Molar ratio (18:1-LPA/17:0-LPA)
Molar ratio (18:2-LPA/17:0-LPA) Molar ratio (20:4-LPA/17:0-LPA)
16:0-LPA 
slope = 1.10
18:0-LPA 
slope = 0.94
18:1-LPA 
slope = 1.19
18:2-LPA 
slope = 1.24
20:4-LPA 
slope = 1.30
 31 
8.	 lysoPLD 活性の測定	 
 
8-1.	 1 次検定	 
 
  試料（マウスより得たヘパリン処理血漿、多血小板血漿あるいは血液）00..0044  mmll を生理食塩水
00..009988  mmll で希釈した。続いて 00..2255%%  BBSSAA 含有生理食塩水に溶解した基質溶液  ((1166::00--あるいは
1188::22--LLPPCC))  00..0066  mmll  ((00..116677 あるいは 00..55  mmMM))  を希釈試料に加えた。基質である LLPPCC の最終最
終濃度は 00..0055 あるいは 00..1155  mmMM となる。その後、DDMMSSOO  ((ジメチルスルホキシド))  に溶解した
AATTXX阻害剤溶液  ((SS3322882266 あるいはHHAA113300))  00..000022  mmll あるいはコントロールとしてDDMMSSOOの
みを 00..000022  mmll 加え合計 00..22  mmll を混合した。その後、この混合液を 3377℃で種々の時間インキュ
ベートした。試料として多血小板血漿あるいは血液を用いた際には、インキュベート後に 44℃、
1100,,000000  rrppmm で 11 分間遠心分離し、上清を 22 次検定に供した。なお、インキュベートなしの 11
次検定溶液は、22次検定を行う時まで--2200℃で冷凍保存しておいた。  
  
  なお外因的に LLPPCC を基質として加えず、内因性基質からのコリン産生活性を測定する際には、
LLPPCC を加えていない 00..2255%%  BBSSAA 含有生理食塩水のみを混合させインキュベートし、その後、
蛍光強度を測定し内因性基質からのコリン産生活性を求めた。また、二価カチオンや金属イオン
キレーター  ((EEDDTTAA--22KK))  を添加した実験では、生理食塩水中にこれらを溶解させ用いた。  
 
8-2.	 2 次検定	 
 
  第 1 章・第 1 節・第 5-2 項  参照 
 
9.	 LPA 分解活性の測定	 
 
  可溶性のリゾホスホリパーゼ活性はヘパリン血漿を、膜結合型の脂質リン酸ホスファターゼ  
((LLPPPP  ::  lliippiidd  pphhoosspphhaattee  pphhoosspphhaattaassee))  活性はヘパリン血液をそれぞれ用い、外因的に加えた
1155::00--あるいは 1188::33--LLPPAA に対する分解活性を測定した。  
  
注33))	 今回の対象脂質は LLPPAA のみであるため、脂質抽出方法は第 22 章・第 11 節・第 55 項で記述
の方法を一部修正し、ppHHはアルカリ性とせず酸性下でのみ抽出を行った。  
 
9-1.	 リゾホスホリパーゼ活性の測定	 	 
 
  スピッツ管にクロロホルム：メタノール  ((２：１))  混液に溶解しておいた 1155::00--LLPPAA を 990000  
ppmmooll 加え、窒素下で溶媒を除去した。そのスピッツ管に第 22 章・第 11 節・第 33--33 項で記述の
方法で採取した BBAALLBB//cc あるいは NNOOAA マウスのヘパリン血漿を 445500  μll 加えた  ((1155::00--LLPPAA
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の濃度は 00..000022  mmMM となる))。弱めに 1100 秒間混合し、445500μll のうち 110000  μll を採取し第 22章・
第 11 節・第 55 項で記述した方法で脂質を抽出した  ((このサンプルはインキュベート 00 時間のサ
ンプルに該当する))。残りの 335500μll のサンプルは 3377℃でインキュベートし、インキュベート開
始 44、1122 および 2244 時間後に上記と同様に 110000μll ずつ採取し脂質を抽出した。脂質抽出物は第
22章・第 11節・第 66項で記述の方法で LLCC--EESSII--MMSS//MMSS 分析に供した。  
 
9-2.	 LPP 活性の測定	 
 
  スピッツ管にクロロホルム：メタノール  ((２：１))  混液に溶解しておいた 1155::00--あるいは
1188::33--LLPPAA を 7700  nnmmooll 加え、窒素下で溶媒を除去した。そのスピッツ管に第 22章・第 11節・第
33--22 項で記述の方法で採取した BBAALLBB//cc あるいは NNOOAA マウスのヘパリン血液を 335500  μll 加え
た  ((1155::00--あるいは 1188::33--LLPPAA 濃度は 00..0066  mmMM となる))。弱めに数回手で振って混合し、335500μll
のうち 110000μll を採取し第 22章・第 11節・第 55項で記述の方法で脂質を抽出した  ((このサンプル
はインキュベート 11  mmiinn のサンプルに該当する))。残りの 225500  μll のサンプルは 3377℃でインキ
ュベートし、インキュベート開始 55および 1100 分後に上記と同様に 110000  μll ずつ採取し脂質を抽
出した。脂質抽出物は第 22章・第 11節・第 66項で記述の方法で LLCC--EESSII--MMSS//MMSS 分析に供した。  
 
10.	 体液中の lysoPLD が ATX である可能性の検討	 
 
10-1.	 ウエスタンブロッティング	 
 
  第 1 章・第 1 節・第 6-1 項  参照 
 
11.	 血液性状測定	 
 
  マウス EEDDTTAA 処理血液は第 22 章・第 11 節・第 33--11 項で記述の方法で採取した。白血球数、
赤血球数、ヘモグロビン値、ヘマトクリット値、平均赤血球容積、平均赤血球ヘモグロビン量、
平均赤血球血色素濃度および血小板数は CCeellllttaacc--αMMEEKK--66335588  ((日本光電、東京))  で測定し、白
血球の亜集団解析は SSyyssmmeexx  XXTT--22000000iiVV  ((SSyyssmmeexx 株式会社、神戸))で行った。  
 
12.	 マウスを用いた痒みの評価試験	 
 
  マウスの後肢による掻き動作を観察し、LLPPAA の起痒メカニズムの解析を行った。試験は
KKuurraaiisshhii らの方法に従い雌性 IICCRR マウス  ((日本 SSLLCC))  を用い行った[[8866--8899]]。観察はプラスチ
ックケージケージ  ((1122×2200×1166  ccmm))  を実験台上に 44 つ並べ、各ケージにマウスを 11 匹ずつ入�
れ、三脚で固定したビデオカメラ  ((JJVVCC  GGZZ--HHMM445500--BB))  で上部より撮影することで行った。撮
影後、ビデオを再生し、後肢による掻き動作の回数を数えた。マウスの掻き動作は非常に速く、
 33 
個々の掻き動作を肉眼で数えることは不可能であるので、後肢を挙げて掻いた後、後肢の指先を
口に持って行くまでの一連の動作を 11回の掻き動作として、皮内投与後の 2200 分間にわたり計数
した。マウスは周�囲のヒトの存在や物音により掻き動作が抑制されるため[[9900]]、薬学部動物舎に
設置された実験室を使用者の方々に協力して頂き無人環境下とした。また、マウスは夜間に活発
に活動し、日中は比較的活動性が低いため、行動の記録は日中に行った。皮内注射の前日に、肩
甲骨付近の吻側背部の約 22  ccmm 四方の毛を予めバリカンで刈っておいた。この際、切創を作らな
いように注意し、切創のあるマウスは評価試験には用いなかった。マウスは初めての環境におか
れると探索行動を行うことから、皮内投与の 11 時間前にはマウスを観察用ケージに移し試験環
境に順応させた。今回の研究では起痒物質としてヒスタミン  ((5500、110000、115500  nnmmooll//ssiittee))、
1188::22--LLPPAA  ((115500  nnmmooll//ssiittee))  および 1188::11--llyyssoopphhoosspphhaattiiddyyllmmeetthhaannooll  ((LLPPMM,,  115500  nnmmooll//ssiittee))  
を用いた。これらの起痒物質は全て 00..2255%%  BBSSAA 含有生理食塩水に溶解した。阻害剤としては
ddiiooccttaannooyyllggllyycceerrooll  ppyyrroopphhoosspphhaattee  ((DDGGPPPP,,  11  mmgg//kkgg))、KKii1166442255  ((11  mmgg//kkgg))  およびナロキソ
ン  ((11  mmgg//kkgg))  を用いた。DDGGPPPP とナロキソンは 00..2255%%  BBSSAA 含有生理食塩水に溶解させ、
KKii1166442255 は少量のエタノールに溶解させた後、00..2255%%  BBSSAA 含有生理食塩水で希釈して試験に供
した。DDGGPPPP と KKii1166442255 は起痒物質と共に皮内投与し、ナロキソンは起痒物質投与の 1100--1122
分前に皮内投与部位近傍に皮下投与した[[9911]]。  
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第 2 節・結果  
 
2-1.	 マウス血漿中の LPA および S1P 濃度の定量的解析	 
 
  アトピー性皮膚炎モデルマウスにおいて皮膚炎の発症に伴いLLPPAAの循環レベルが変動するか
を調べるため、皮膚炎発症前の 55 週齢および発症後の 1144 週齢以降  ((33--55 ヶ月齢))  のモデルマウ
スから血漿を調製し、LLPPAA 濃度を測定した。また、モデルマウスと週齢を揃えるためにコント
ロールマウスの BBAALLBB//cc マウスも 55 週齢および 1144 週齢以降のものを試験に供した。皮膚炎発
症前の 55週齢の時点ではコントロールマウスとNNOOAAマウス間で血漿LLPPAA濃度に差は見られな
かったが  ((FFiigg..  1177AA))、加齢に伴う皮膚炎の発症でNNOOAAマウス血漿 LLPPAA 濃度はコントロールマ
ウスと比較し有意に高値となった  ((FFiigg..  1177BB))。LLCC--MMSS//MMSS 解析から、1166::11、1188::22、2200::55 および
2222::66 の LLPPAA分子種が 1144 週齢以降のコントロールマウスと比較しNNOOAAマウスで有意に高値で
あることが明らかになった  ((FFiigg..  1177CC))。一方で、皮膚炎を発症した NNCC//NNggaa マウスの血漿 LLPPAA
濃度はコントロールマウスより有意に低値であった  ((FFiigg..  1177BB,,  CC))。SS11PP は、LLPPAA と共に 55種以
上の受容体が同定されている生理学的に重要なリゾリン脂質メディエーターであり、アトピー性
皮膚炎の発症に伴い循環レベルが変動し病態生理学的に働く可能性は充分にある。そこで LLPPAA
と同様に血漿を調製し、SS11PP 濃度を測定した。皮膚炎を発症した NNOOAA マウスと同週齢のコン
トロールマウス間で SS11PP 濃度に差は認められなかったが、ddiihhyyddrroo--SS11PP の濃度はコントロール
マウスに比べ NNOOAAマウスで有意に低値であった  ((FFiigg..  1177DD))。また、NNCC//NNggaa マウスの血漿中
SS11PP、ddiihhyyddrroo--SS11PP 濃度はコントロールマウスと比べて有意に低かった  ((FFiigg..  1177DD))。  
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Figure 17  Plasma levels of LPAs, S1P, and dihydro-S1P in mice. A: Total plasma levels of LPA in 5-week-old WT (n=9) and 
NOA (n=9) mice. B: Total plasma levels of LPA in aged (＞14 weeks old) WT (n=3), NOA (n=6), and NC/Nga (n=8) mice. C: 
Plasma levels of individual LPAs in aged (＞14 weeks old) WT (n=3), NOA (n=6), and NC/Nga (n=8) mice. D: Plasma levels of 
S1P and dihydro-S1P in aged (＞14 weeks old) WT (n=3), NOA (n=6), and NC/Nga (n=8) mice. Data are means±SE. *P <0.05 
compared to aged-matched WT mice. 
 
Figure 18  Metabolic pathways for LPA in blood circulation 
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  マウス循環血液中において LLPPAA は通常 55分程度の短い半減時間で消失することから、速やか
に種々の LLPPAA 分解酵素により分解されると考えられる[[9922,,  9933]]。しかし、持続的な LLPPAA 合成系
との均衡により、マウスでは血漿LLPPAA濃度は数μMMと極微量の濃度に維持されている  ((FFiigg..  1188))。
続いて著者は、NNOOAA マウスで認められた皮膚炎発症に伴う循環 LLPPAA レベルの増加が、分子論
的にどのような機序でもたらされているのかを明らかにすることを目指し、LLPPAA 代謝経路につ
いて詳細な解析を行った。  
 
2-2.	 マウス血液中の LPA 分解活性	 
 
  奇数鎖の脂肪酸を含有する 1155::00--LLPPAA および多価不飽和脂肪酸を含有する 1188::33--LLPPAA はマウ
ス循環血液中にほとんど存在しないため、外因的に加えた量を 110000%%とし、インキュベートに伴
うその代謝率を LLPPAA 分解活性として表示した。FFiigg..  1199--AA は LLPPAA を脂肪酸とグリセロール--33--
リン酸に分解する可溶型のリゾホスホリパーゼ活性を、FFiigg..  1199--BB は LLPPAA をモノアシルグリセ
ロールとリン酸に分解する eeccttoo 型の LLPPPP 活性を解析したものである。1155::00--LLPPAA に対するリゾ
ホスホリパーゼ活性はコントロールマウスと NNOOAA マウス間で差がなかった  ((FFiigg..  1199AA))。予想
外なことに、血液中の LLPPPP 活性はコントロールマウスと比べ NNOOAA マウスで有意に高値であっ
た  ((FFiigg..  1199BB))。  
 
 
Figure 19  LPA-degrading enzyme activities in mouse blood and plasma. A: Mouse plasma was incubated with 15:0-LPA (2 
µM) at 37oC for 12 or 24 h. LPL activity was determined by measuring unmetabolized 15:0-LPA after incubation. B: Mouse 
blood was incubated with 15:0- or 18:3-LPA (final 0.06 mM) at 37oC for 1 or 10 min. LPP activity was determined by measuring 
unmetabolized 15:0- or 18:3-LPA after incubation. Data are means±SE of triplicate determinations. *P <0.05. 
 
2-3.	 マウス血漿中の LPA 産生活性	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  NNOOAA マウスでは皮膚炎発症に伴い血漿 LLPPAA レベルは増加した。しかし、NNOOAAマウス血液中
の LLPPAA 分解活性はコントロールマウスと比較し高値であった。そこで次に LLPPAA 産生経路につ
いて調べた。まず LLPPAA の主要な前駆体である血漿 LLPPCC レベルを LLCC--MMSS//MMSS により定量した。
皮膚炎発症前の 55週齢の時点ではコントロールマウスとNNOOAAマウス間で血漿 LLPPCC 濃度に差は
認められなかったが  ((FFiigg..  2200AA))、加齢に伴う皮膚炎の発症でNNOOAAマウス血漿 LLPPCC 濃度はコン
トロールマウスと比較し有意に低値となった  ((FFiigg..  2200BB))。LLCC--MMSS//MMSS 解析から、1166::00、1188::11、
1188::22、2200::33、2200::44 および 2222::66 の LLPPCC 分子種がコントロールマウスと比較し NNOOAA マウスで有
意に低値であることが明らかになった  ((FFiigg..  2200CC))。同様な変動は皮膚炎を発症した NNCC//NNggaa マ
ウスにおいても認められた  ((FFiigg..  2200BB,,  CC))。これらの血漿 LLPPCC 濃度の変動結果と一致し、内因的
に血漿に存在する基質からのコリン産生活性はコントロールマウスと比べ NNOOAA と NNCC//NNggaa の
両モデルマウスで有意に低値であった  ((FFiigg..  2200DD))。しかしながらコントロールマウスと NNOOAA
マウス間で、外因的にアルブミンに吸着させて加えた基質  ((1166::00--LLPPCC あるいは 1188::22--LLPPCC))  に
対する llyyssooPPLLDD 活性には差は見られなかった  ((FFiigg..  2200DD))。  
 
 
Figure 20  LC-MS/MS of LPC and lysoPLD activity measurement of mouse plasma. A: Total plasma levels of LPC in 
5-week-old WT (n=9) and NOA (n=9) mice. B: Total plasma levels of LPC in aged (＞14 weeks old) WT (n=3), NOA (n=6), and 
NC/Nga (n=8) mice. C: Plasma levels of molecular species of LPC in aged (＞14 weeks old) WT (n=3), NOA (n=6), and 
NC/Nga (n=8) mice were measured by LC-MS/MS. D: LysoPLD activity in plasma of aged (＞14 weeks old) WT (n=6), NOA 
(n=5), and NC/Nga (n=8) mice was measured as choline-releasing activity of soluble ATX upon incubation of diluted plasma 
with or without exogenous LPC. Data are means±SE. *P <0.05 compared to aged-matched WT mice. 
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2-4.	 マウス血液中の膜結合型 ATX による LPA 産生活性	 
 
  AATTXX は白色脂肪組織や高内皮細胞  ((HHEECC  ::  hhiigghh  eennddootthheelliiaall  cceellll))  から分泌型タンパク質とし
て血液中に分泌されている[[4444,,  4455,,  9944,,  9955]]。近年、AATTXXの結晶構造解析が行われ、触媒ドメイ
ンの近くに疎水性チャネルが存在し LLPPAA を結合すること、およびソマトメジン様ドメインが平
面構造をとることが明らかにされた[[9966,,  9977]]。加えて、AATTXX がソマトメジン様ドメインを介し
て細胞表面分子であるインテグリンやヘパラン硫酸と結合しうることが相次いで報告された[[4455,,  
9988--110000]]。これらの報告は、AATTXX のソマトメジン様ドメインがインテグリンやヘパラン硫酸と
会合し、LLPPAA を効率的に標的細胞表面受容体に放出している可能性を示唆する。そこで次に著
者は AATTXX が血液細胞と何らかの細胞表面分子を介して会合し膜結合型 llyyssooPPLLDD として機能し
ているかを検討した。まずコントロールマウスよりヘパリン処理した血漿および血液を調製し、
llyyssooPPLLDD 活性を測定した。外因性 1188::22--LLPPCC に対する llyyssooPPLLDD 活性は、血漿と比べ血液を試
料として用いることで有意に高値となった  ((FFiigg..  2211AA))。当研究室は以前 AATTXX の金属結合酵素
としての性質について、EEDDTTAA を添加し内在性 22 価カチオンを捕捉することでラット血漿
llyyssooPPLLDD 活性が阻害されること、および EEDDTTAA とある種の 22 価カチオンを共に添加すると、
添加した金属イオンあるいはEEDDTTAAによる捕捉から逃れた金属イオンがAATTXXと結合しEEDDTTAA
の llyyssooPPLLDD 活性阻害作用が解消されることを明らかにした[[110011]]。コントロールマウスより調
製したヘパリン処理血漿および血液に EEDDTTAA を添加すると、どちらの試料でも llyyssooPPLLDD 活性
は大幅に阻害された  ((FFiigg..  2211BB))。EEDDTTAAと CCaa22++、MMnn22++、CCoo22++、ZZnn22++、NNii22++、CCuu22++を共存させる
と、コントロールマウスより調製した血漿、血液の両試料に共通して EEDDTTAAによる酵素活性の
抑制は解消された  ((FFiigg..  2211BB))。こうした 22 価カチオン要求性は、以前ヒト血漿およびウシ胎児
血清 llyyssooPPLLDD で報告された性質と同様であった[[110011,,  110022]]。外因性 1166::00--LLPPCC あるいは
1188::22--LLPPCC に対する NNOOAA マウス血液 llyyssooPPLLDD 活性はコントロールマウスと比較し有意に高値
であった  ((FFiigg..  2211CC))。加えてコントロール、NNOOAAマウス両者で、外因的に加えた 1188::22--LLPPCC に
対する血液 llyyssooPPLLDD 活性は 1166::00--LLPPCC に対するものより高値であった  ((FFiigg..  2211CC))。FFeerrrryy ら
[[110033]]およびAAllbbeerrssら[[7722]]により見出されたAATTXX特異的阻害剤を血漿あるいは血液に添加する
と、両試料に共通して阻害剤の容量依存的に llyyssooPPLLDD 活性は減弱した  ((FFiigg..  2211DD))。コントロー
ルマウスより調製したヘパリン処理血液にヘパラン硫酸分解酵素であるヘパリナーゼⅢを添加
すると、llyyssooPPLLDD 活性は有意に減弱した  ((FFiigg..  2211EE))。一方、ヘパリン処理血漿 llyyssooPPLLDD では
ヘパリナーゼⅢ処理の影響は見られなかった  ((FFiigg..  2211EE))。  
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Figure 21  Characterization of blood cell-associated lysoPLD activity due to ATX. A: Time courses of choline release due to 
the lysoPLD activities of blood and plasma from WT mice were measured at the indicated times during incubation with 0.05 mM 
18:2-LPC (triangle) or 0.15 mM 18:2-LPC (circle and filled diamond). B: Effect of co-addition of an equimolar amount of divalent 
cation with EDTA (final 0.75 mM) on lysoPLD activity of diluted plasma or blood from WT mice toward 0.15 mM 18:2-LPC for 6 
h. Values are relative to those without EDTA and divalent cation, set as 100%. C: LysoPLD activities of blood from WT and 
NOA mice were measured after incubating diluted blood with 0.15 mM 16:0- or 18:2-LPC for 6 h at 37oC. D: LysoPLD activities 
of plasma (empty symbols) or blood samples (filled symbols) from WT mice were measured after incubation with 0.15 mM 
18:2-LPC in the presence of various concentrations of S32826 (square) or HA130 (diamond) for 6 h at 37oC. Values are 
relative to those of with vehicle (DMSO) alone, set as 100%. E: LysoPLD activities of plasma or blood samples from WT mice 
were measured after incubation with 0.15 mM 18:2-LPC in the presence of indicated concentrations of heparinase III (final 
concentration of the assay mixture) for 6 h at 37oC. Plasma or blood samples were predigested with various concentrations of 
heparinase III in saline for 15 min at 37oC before assay for lysoPLD activity. Data are means±SD of triplicate determinations. *P 
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<0.05 vs. WT, #P <0.05 vs. 16:0-LPC, ¶P <0.05 vs. 0 mIU/ml heparinase III. 
 
  続いて 55 週齢および 1144 週齢以降の NNOOAA およびコントロールマウスの血液性状解析を行い、
マウス循環血液中でAATTXXと会合しうる血液細胞型の検討を行った。55週齢の時点で NNOOAAマウ
スの末梢血白血球数は、コントロールマウスより 2222%%ほど多かった  ((TTaabbllee  44))。この差は NNOOAA
マウスの皮膚炎発症に伴い増大し、1144 週齢以降では NNOOAA マウスの末梢血白血球数はコントロ
ールマウスのものと比較し 44 倍ほど高値となった  ((TTaabbllee  44))。加えて末梢血の血小板数も 55 週
齢の時点で 4411%%、1144 週齢以降で 7799%%ほど NNOOAAマウスの方がコントロールマウスより高値であ
った  ((TTaabbllee  44))。血小板にAATTXXが会合して機能しているかを検討するため、多血小板血漿  ((PPRRPP,,  
ppllaatteelleett--rriicchh  ppllaassmmaa))  を調製した。PPRRPP 中の血小板数は NNOOAAマウスの方がコントロールマウ
スより 111144%%ほど高値であったが、コントロール、NNOOAA マウス間において llyyssooPPLLDD 活性に差
は認められなかった  ((TTaabbllee  44))。  
 
 
Table 4  Blood cell composition and lysoPLD activity of mouse PRP. Cells in blood and PRP were counted using Celltac-α 
MEK-6358 (Nihon Kohden) and Sysmex XT-2000iV (Sysmex Corp.) cell counters, respectively. LysoPLD activity in the PRP 
sample was assessed after incubation with 0.15 mM 18:2-LPC dispersed in BSA-saline buffer for 6 h at 37oC. Data are 
means±SE of at least three separate experiments. The abbreviations are: WBC, white blood cell; RBC, red blood cell; Hb, 
hemoglobin; Hct, hematocrit; MCV, mean cell volume; MCH, mean cell hemoglobin; MCHC, mean cell hemoglobin 
concentration; Plat, platelet. 
 
WT  NOA 
5 weeks old >14 weeks old  5 weeks old >14 weeks old 
Blood      
WBC (102/l)        84.6  10.7        40.2  7.2       103.0  11.7      158.3  39.5, 
RBC (104/l)    1032.6  40.1    1093.8  59.9       985.8  44.1    1072.7  41.5 
Hb (g/dl)        15.6  0.68 16.6  0.64       15.42  0.57    14.6  0.76 
Hct (%)        55.3  2.3        55.6  2.7       52.34  2.0  51.0  1.5 
MCV (fL) 53.6  0.94        50.8  0.76       53.12  0.77    47.6  1.4, 
MCH (pg) 15.2  0.53 15.2  0.23       15.64  0.38      13.7  0.55, 
MCHC (g/dl)        28.3  1.3        29.9  0.40       29.46  0.62        28.7  0.68 
Plat (104/l)        80.8  5.9      104.2  9.4       114.2  7.6      186.7  3.2, 
PRP      
WBC (102/l)                        ND   0.3  0.14  ND        0.13  0.12 
RBC (104/l) ND 3.0  1.4  ND          2.0  0.0 
Plat (104/l) ND 7.9  1.6  ND        16.9  10.4 
LysoPLD activity 
(nmol/ml/6h) 
ND 

     437.6  64.0 
 
 ND 

     433.9  88.0 

P  0.05 compared to aged-matched WT mice. 
 P  0.05 compared to strain-matched 5w mice. 
 ND, not determined. 
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  続いて 1144週齢以降のNNOOAAおよびコントロールマウスを対象として白血球の亜集団解析を行
った。TTaabbllee  44 の結果と同様に NNOOAAマウスの末梢白血球数はコントロールマウスと比べて高値
であった  ((FFiigg..  2222AA))。加えて NNOOAA マウスでは白血球の亜集団中に占めるリンパ球の比率がコ
ントロールマウスと比べて有意に高値であった  ((FFiigg..  2222AA))。続いて 1144 週齢以降の NNOOAAおよび
コントロールマウスから血漿、血液および血液細胞画分を調製し、抗AATTXXモノクローナル抗体
を用いたウエスタンブロットにより AATTXX の抗原レベルを解析した。llyyssooPPLLDD 活性の結果と同
様に、NNOOAA マウス血液および血液細胞画分ではコントロールマウスと比較し有意に高値な
AATTXX抗原レベルを認めた  ((FFiigg..  2222BB))。  
 
 
Figure 22  Lymphocytes are a potential target for binding with ATX in the density of NOA mouse circulation. A: 
Representative 4-DIFF scattergrams of age-matched WT and NOA mice (＞14 weeks old). Right bar chart: subpopulations of 
WBC from blood of age-matched WT and NOA mice (＞14 weeks old). Sysmex XT-2000iV (Sysmex Corp.) was used for 
experiments. Data are means±SE of 4 mice/group. *P <0.01 vs. WT. The abbreviations are: NEUT, neutrophil; LYMPH, 
lymphocyte; MONO, monocyte; EO, eosinophil; BASO, basophil. B: Western blotting of ATX protein in 0.003 ml each of plasma, 
blood, and hemocyte fraction of indicated strains was performed with anti-ATX antibody. Right bar chart shows the mean of 
band intensity ratios between WT and NOA (or NC/Nga) mice. Values are relative to those of WT, set as 1. The signal intensity 
of each band was quantified using the software Multi Gauge version 3.2 (Fujifilm). Human recombinant ATX (rATX) was used 
as a positive control. 
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  雌性 IICCRR マウスの後背部皮内にヒスタミンを投与すると容量依存的に後肢による掻き動作が
観察された  ((FFiigg..  2233AA))。LLPPAA の皮内投与  ((115500  nnmmooll//ssiittee))  によっても掻き動作は誘発された
が、その強度は同容量のヒスタミン投与によって誘発されるものより低値であった。LLPPAA  ((115500  
nnmmooll))  とヒスタミン  ((5500  nnmmooll))  の併用投与は相加的に掻き動作を誘発した  ((FFiigg..  2233AA,,  BB))。
LLPPAA 受容体のパンアゴニストとして知られる LLPPMM[[110044]]の皮内投与((115500  nnmmooll//ssiittee))  は有意に
掻き動作を誘発した  ((FFiigg..  2233BB))。LLPPMM は LLPPPP による脱リン酸化反応に対して安定であるが
[[110044]]、LLPPMM 誘発性の掻き動作は 2200 分以内に鎮静し、こうした経時的な反応様式は LLPPAA とヒ
スタミン投与の際に認められた様式と同様であった。LLPPAA 誘発性掻き動作の強度は、LLPPAA 受容
体 11 と 33 の選択的な阻害剤である KKii1166442255 処理で減弱したが、LLPPAA 受容体 33 の選択的阻害剤
である DDGGPPPP  ((88::00))  処理では変動しなかった  ((FFiigg..  2233BB))。また、オピオイドμ受容体のアンタ
ゴニストであるナロキソンの皮下投与は、LLPPAA 誘発性掻き動作の強度を有意に減弱させた  ((FFiigg..  
2233BB))。  
   
 
Figure 23  Itch-scratch responses following intradermal injection of histamine, LPA, and LPM. A pruritic agent was administered 
intradermally into the rostral region of the back. The number of itch-scratch responses was observed and recorded for 20 min. A: 
Dose-dependence of the scratching induced by histamine (50, 100, and 150 nmol/site). B: Itch-scratch response induced by 18:2-LPA (150 
nmol/site), 18:2-LPA (150 nmol/site) plus histamine (50 nmol/site), or 18:1-LPM (150 nmol/site) in the combination of either DGPP (1 
mg/kg) or Ki16425 (1 mg/kg) or Naloxone (1 mg/kg). Data are means±SE of 3–6 mice/group. *P <0.05 vs. histamine (0 nmol/site), #P 
<0.05 vs. 18:2-LPA (150 nmol/site). 
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第 3 節・考察  
 
  本研究では LLPPAA の起痒メカニズムの解明を試みた。以前の報告と一致し[[4488,,  8888]]、IICCRR マウ
ス後背部皮内への LLPPAA 投与は有意に後肢による掻き動作を誘発した。この LLPPAA の起痒作用は
LLPPAA11 受容体とオピオイドμ受容体の活性化を介していた。マウス足蹠への LLPPAA 投与は、末梢
神経終末からのサブスタンス PP 放出を介し、侵害受容を促進させることが知られている[[110055]]。
ヒトの表皮および真皮のケラチノサイトや無髄の末梢神経繊維で、オピオイドμ受容体の発現が
確認されている[[110066]]。オピオイドμ受容体の阻害剤は、サブスタンス PP誘導性マウスの掻き動
作を減弱させ[[8866]]、アトピー性皮膚炎患者や胆汁うっ滞症患者の掻痒を軽減させる[[110077]]。末梢
でのオピオイドを介した掻痒のメカニズムはいまだ不明な点も多いが、これらの知見は、LLPPAA
がオピオイド経路を介して皮膚の掻痒神経繊維を活性化させるという本研究結果を支持する。興
味深いことに KKiimm らはオピオイドμ受容体の阻害剤が、スフィンゴシルホスホリルコリン誘導
性のマウス掻き動作を減弱させることを報告した[[110088]]。また HHaasshhiimmoottoo らはヒスタミン HH11
受容体阻害剤  ((ケトチフェン))  とカプサイシンが、LLPPAA 誘導性マウスの掻き動作を減弱させる
ことを報告している[[8888]]。本研究で著者らは LLPPAA が内因的にヒスタミンの分泌に影響を及ぼす
かの検討は行っていないが、LLPPAA とヒスタミンの併用投与で認められた掻き動作の相加作用は
完全ではなく、LLPPAA の作用の一部は皮膚局所でのヒスタミン分泌を介したものかもしれない。
ケトチフェンにはヒスタミン拮抗作用の他に、マスト細胞の安定化[[110099]]や白血球動員阻害作用
[[111100]]が報告されており、今後 LLPPAA--ヒスタミン経路に関してはさらなる検討が必要だろう。近
年、カプサイシン受容体である TTRRPPVV11  ((ttrraannssiieenntt  rreecceeppttoorr  ppootteennttiiaall  pprrootteeiinn  VV11))  チャネルと
LLPPAA が直接的に相互作用する可能性が示唆された[[111111]]。掻痒受容神経上に LLPPAA 受容体は存在
するのだろうか、今後の課題である。本研究では LLPPAA 投与による急性の起痒誘発メカニズムの
解明を試みた。慢性的な皮膚炎を伴った NNOOAA マウスにおいて LLPPAA は、他の神経調節物質  ((ヒ
スタミン、サブスタンス PP、神経成長因子))  とクロストークし起掻、表皮性の神経繊維出芽、過
感受性などの悪循環を生み出し、病態形成に関与しているのかもしれない  ((FFiigg..  2244))。  
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Figure 24  A hypothetical scheme of the role of local LPA-ATX coupling during pruriception in NOA mice. Blood 
cell-associated ATX elevates the local level of LPA in the blood vessel lumen, which may cause endothelial hyperpermeability 
and facilitates the migration of WBC into dermal inflammatory areas. Subsequently, the resultant ‘sinking’ of blood-borne LPA 
into the dermal tissues serves as a peripheral itch mediator. We speculate that residential and infiltrating immune cells release 
itch mediators (LPA, histamine, substance P) toward receptors on c-fibers in dermal allergic inflammation of NOA mice. 
  
  KKrreemmeerr らは皮膚掻痒症を伴う胆汁うっ滞症患者で血清 LLPPAA 濃度と AATTXX 抗原量が増加して
いることを見い出した[[4488]]。この報告は、アトピー性皮膚炎の掻痒症において LLPPAA が全身性の
メディエーターとして病態生理学的に役割を果たしているとの筆者の仮説を支持する。NNOOAAマ
ウスでは循環 LLPPAA レベルは高値であったが、血漿 llyyssooPPLLDD 活性はコントロールマウスと差が
なく、血液 llyyssooPPLLDD 活性が増加していた。この結果から AATTXX が血液細胞に結合して作用する
可能性が考えられた。血液 llyyssooPPLLDD 活性の 22価カチオン要求性は血漿と同様であり、両試料に
共通して llyyssooPPLLDD 活性は添加した AATTXX 阻害剤の用量に依存して減弱した。これらの結果はマ
ウス血液中で AATTXX が血液細胞に会合し llyyssooPPLLDD として機能することを示唆する。ヘパリナー
ゼⅢ処置で血液 llyyssooPPLLDD 活性が有意に減弱することが確認され、AATTXX は血液細胞とヘパラン
硫酸を介して会合していることがわかった。近年、AATTXXの結晶構造解析から、疎水性チャネル
が酵素の活性部位から出口部位へLLPPAAを通過させる導管として機能していることが明らかにな
った[[9966,,  9977]]。出口部位はAATTXXの細胞性結合パートナーの界面であると想定され、疎水性チャ
ネルはパートナー細胞のシグナル伝達受容体の近くへLLPPAAを輸送するシャトル機構の基盤とな
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っている[[9966,,  9977]]。つまりヘパラン硫酸を介して会合した血液細胞--AATTXX 複合体は、LLPPAA 受容
体への LLPPAA 輸送を促進させ、局所的に産生された LLPPAA が血流下で散逸性に作用するのを防ぐ
と共に脂質リン酸ホスファターゼなどによる分解作用から LLPPAA を隔離していると想定される。  
  
  連鎖解析により、NNOOAA および NNCC//NNggaa マウスの皮膚炎形成に関与する主要な原因遺伝子は
それぞれ 1144 番染色体と 99 番染色体に位置していることが明らかにされた[[111122,,  111133]]。NNOOAA マ
ウスでは 77 番染色体と 1133 番染色体に二つの変更遺伝子が位置している[[111144]]。これまでにアト
ピー性皮膚炎の原因遺伝子同定を目指した研究が数多く行われてきたが、“aattooppyy  ggeennee”は明
らかになっていない[[111155]]。皮膚病変を発症した NNOOAA マウス血漿 LLPPAA 濃度はコントロールマ
ウスと比べ高値であったが、NNCC//NNggaa マウスではこうした変動はみられなかった。この結果の
相違の理由は今のところわからないが、NNOOAAマウスでは部位に限定なく全身性に皮膚炎がみら
れるのに対しNNCC//NNggaaマウスは耳介と頭部を中心に皮膚炎を発症する、つまり、この相違はLLPPAA
の循環性のメディエーターとしての役割を強調しているのかもしれない。また、NNCC//NNggaa マウ
スは NNOOAA マウスとは異なりコンベンショナル環境下でのみ皮膚炎を発症することが知られて
おり[[111166]]、環境アレルギーの影響で相違が生じている可能性もある。  
  
  高内皮細静脈  ((HHEEVV,,  hhiigghh  eennddootthheelliiaall  vveennuullee))  に高発現したAATTXXは、局所的な LLPPAA 産生
を亢進させ、リンパ球の血中から 22次リンパ器官へのホーミングを促進させる[[4455,,  111177]]。AATTXX
は HHEEVV から内腔側に分泌されα44β11 インテグリンを介してリンパ球と会合する[[4455]]。また、
HHEEVV を通過し血管外へ浸潤するナイーブなリンパ球の移動は、AATTXX 阻害剤処置で有意に緩徐
になる[[111188]]。慢性炎症部位の血管は AATTXX に応答性の HHEEVV 様の血管に分化することが知られ
ており[[111177,,  111199]]、炎症に伴うこうした血管の形態的および機能的な変化は NNOOAAマウス血液中
のAATTXX抗原レベルに影響を及ぼすかもしれない。今のところマウス血液中でAATTXXがどの細胞
集団と会合しているのか明確ではないが、NNOOAAマウス脾臓においてppllaatteelleett  ffaaccttoorr  44  ((CCXXCCLL44))、
eeoottaaxxiinn  ((CCCCLL1111)) 、 rreegguullaatteedd  oonn  aaccttiivvaattiioonn  nnoorrmmaall  TT  cceellll  eexxpprreesssseedd  aanndd  sseeccrreetteedd  
((RRAANNTTEESS//CCCCLL55))  のmmRRNNAAレベルがコントロールのBBAALLBB//ccマウスと比較し高値であること
が報告されており[[112200]]、リンパ球だけでなく好酸球もAATTXXと会合するかもしれない。  
  
  アトピー性皮膚炎の炎症部では多数のリンパ球、好酸球の浸潤およびケラチノサイトや肥満細
胞の集積がみられ、これらの細胞から放出された起痒メディエーターが CC 繊維を刺激すること
で掻痒が誘発される[[112211]]。LLPPAA 刺激は、血漿滲出を亢進させ[[4477]]ヒト臍帯静脈内皮細胞の細胞
接着分子--11  ((IICCAAMM--11))  発現を増加させることが知られている[[112222]]。今のところ NNOOAAマウス血
液中のAATTXX発現を増加させるシグナル伝達機構の詳細はわからないが、NNOOAAマウスで認めら
れた循環 LLPPAA レベル高値は、血漿漏出や炎症細胞の病変部への異常な取り込みを誘発させてい
るのかもしれない。ヒト消化管粘膜下の結合組織に存在する肥満細胞は豊富にAATTXXを発現する
ことが報告されており[[112233]]、アトピー性皮膚炎の炎症部に存在する肥満細胞で AATTXX 発現が認
められれば、LLPPAA の産生亢進に次ぐ掻痒誘発につながる可能性があり、今後の課題である。  
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  本研究では皮膚炎を発症した NNOOAAマウスで循環 LLPPAA レベルが高値であることを示し、それ
は血液中の AATTXX 発現増加とヘパラン硫酸を介した AATTXX--血液細胞間の会合により担われてい
ることを明らかにした。筆者は、全身性のメディエーターである LLPPAA の慢性的な濃度異常がア
トピー性皮膚炎という皮膚疾患形成に病態生理学的に関与していると考えている。この考えは、
住血吸虫由来 LLPPCC の腹腔内投与が TToollll 様受容体 22の活性化を介し、腹腔への eeoottaaxxiinn//CCCCLL1111
や好酸球の動員を誘発する[[112244]]という事実からも支持される。本研究により、循環血液中 LLPPAA
の量的および質的バランスのコントロールがアトピー性皮膚炎の治療ターゲットとなりうる可
能性が示唆された。  
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総括  
 
  アトピー性皮膚炎の発症率は、感染機会の多い途上国では少なく、衛生完備された先進国にお
いて増加していることが報告されている[[22]]。この現象は、SSttrraacchhaann らの提唱する hhyyggiieennee 仮
説  ((衛生仮説))  により一部が説明できるだろう[[112255]]。つまり、感染機会の多い地域に住む人々
は、感染防御機構としての免疫機能が高く、皮膚に侵入�した異物を掻破によらない免疫防御機構
により排除できる。しかし、衛生環境の整った地域に住む人々は感染に対する免疫機能が低下し
ており、皮膚に浸入�する異物を皮膚免疫機構では排除できない。そこで、生体は掻痒誘発因子を
発現して掻痒を惹起し、皮膚を損傷するほどの激しい掻破行動を誘発し、皮膚の免疫機構では排
除できない表皮感染に対し最終的な防御機構を駆動する。その結果、¢｢アトピー性皮膚炎£｣という
文明病が、まるで新種の疾患でもあるかのように近代化された我々の社会に出現したのかもしれ
ない。  
  
  興味深いことに、CChheenn と BBllaasseerr は、子供のときにピロリ菌を獲得するとぜん息やアレルギ
ーになりにくいことを報告している[[112266]]。また発育の初期に、ある種の微生物にさらされると、
後にそれと近縁な微生物に対するアレルギー反応が起きなくなる、といった保護効果が見られる
[[112277,,  112288]]。多くの先進国における抗生物質使用の拡大が、腸内細菌の構成を永久に崩してしま
い、それによって寄主の免疫反応の方向�を変化させてしまうのかもしれない。  
  
  アトピー性皮膚炎では、掻痒が掻破行動をもたらして皮膚を損傷することにより、さらに掻痒
が増加し、強い掻破が発現する結果、炎症反応が増悪する iittcchh--ssccrraattcchh--ccyyccllee と呼ばれる現象
が存在し、疾患の難治化を進行させる[[66]]。医師の指導などにより、掻破による悪影響は患者に
も認知されつつあるが、意志の力で掻破行動を止めることのできない乳児、幼児、小児および我
慢できない強い掻痒に悩まされる成人患者においては、掻痒を抑制し、掻破を止めることが最大
の治療効果をもたらすものと考えられる。そこで、本研究では、リゾリン脂質メディエーターで
ある LLPPAA  ((llyyssoopphhoosspphhaattiiddiicc  aacciidd,,  リゾホスファチジン酸))  がアトピー性皮膚炎の新規な掻痒
誘発因子として、あるいは炎症増悪因子として働いているのではないかと仮説を立て、その仮説
の検証を試みた。  
  
  アトピー性皮膚炎患者血清中の llyyssooPPLLDD 活性は健常人と比べて有意に高値であり、アトピー
性皮膚炎モデルマウスNNOOAAマウスでは皮膚炎の発症に伴い循環 LLPPAAレベルが有意に増加した。
また、皮膚局所において LLPPAA は、LLPPAA 受容体を介し掻き動作を誘発した。これらの結果は、
LLPPAA がアトピー性皮膚炎の病態生理学的なメディエーターとして機能しているのではないか、
という筆者の仮説を強力に支持するものである。  
  
  皮膚への局所的な LLPPAA の投与は、皮膚の再上皮化と皮膚の創傷治癒�を促進するということが
明らかにされており[[112299,,  113300]]、本研究で得られた LLPPAA に関する知見を、皮膚創傷治癒�に働く
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という全く異なった観点から考察してみるのも興味深い。一般的に、怪我をした後や手術後の創
傷治癒�過程において創傷部位で掻痒感が伴うことが知られており、LLPPAA は皮膚病変の治癒�に働
くと共に、掻痒受容神経を刺激し掻痒を誘発しているのかもしれない。  
  
  近年、悪性腫瘍患者の病変進行、および転移を防ぐ目的でAATTXX阻害剤や LLPPAA 受容体阻害剤
が開発されており[[113311]]、LLPPAA に関する本研究成果がアトピー性皮膚炎の新規な抗掻痒あるいは
皮膚炎改�善薬の開発へ繋がることを期待する。  
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